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Zusammenfassung 
Lipide und Proteine besitzen eine heterogene laterale Verteilung in Zellmembranen. 
Spezifische Lipide und Proteine werden dabei in speziellen Membrandomänen angereichert, 
die in verschiedenen räumlichen und zeitlichen Dimensionen existieren können. Spermien, 
die keine aktive Proteinbiosynthese betreiben, haben durch eine Umorganisation solcher 
Membrandomänen die Möglichkeit, auf die unterschiedlichen Anforderungen auf ihrem Weg 
vom Hoden bis zur Eizelle zu reagieren. 
Um diese Membrandynamik in Säugerspermien zu untersuchen, wurden aus Eberspermien 
detergenzresistente Membrandomänen (DRMs) isoliert. Die Analyse der DRMs aus Spermien 
unterschiedlicher Regionen des Nebenhodens und von Ejakulatspermien sollte Aufschluss 
darüber geben, inwieweit sich Membraneigenschaften während der Reifungsprozesse 
verändern. Zusätzlich wurden DRMs aus Eberspermien untersucht, die sich in ihrer 
Empfindlichkeit gegenüber der Lagerung bei 4°C unterscheiden. Dies sollte aufklären, ob es 
einen Zusammenhang zwischen der Kälteempfindlichkeit der Spermien und der 
Zusammensetzung ihrer DRMs gibt. 
In ersten Versuchen wurde Triton-X 100 aus neun verschiedenen Detergenzien für die 
Isolierung von DRMs aus Eberspermien ausgewählt, da es in Verbindung mit einer 
mechanischen Lyse essentielle Bereiche der Zell- und Akrosomenmembran von den Zellen 
löst. Analog zu publizierten Daten anderer Autoren wurden ausschließlich aus den mit 
Triton-X 100 und mechanisch behandelten Spermien in einem Saccharosedichtegradienten 
sichtbare opaleszente Banden erhalten, die einen erhöhten Anteil an Sphingomyelin (SM), 
Phosphatidylinositol (PI) und Cholesterol besaßen. 
Die Analyse von DRMs aus Spermien unterschiedlicher Reifestadien zeigte bereits in den 
Dichtegradienten reproduzierbar unterschiedliche Bandenmuster bei Spermien aus den 
verschiedenen Nebenhodenabschnitten und nach Seminalplasmakontakt. Mit zunehmender 
Reifung stieg die Dichte, bei der die opaleszenten Banden auftraten. Bereits dies ließ 
Veränderungen der DRMs und der damit in Zusammenhang stehenden 
Membraneigenschaften im Laufe der Reifung vermuten. Beim Vergleich der 
DRM-Zusammensetzung ließ sich im Laufe der Reifung eine Erhöhung des relativen Anteils 
an Glycerophosphatidylethanolamin (GPE) und PI an den Glycerophospholipiden feststellen. 
Der relative Anteil an SM verhielt sich gegenläufig dazu und nahm während der Reifung im 
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Nebenhoden und nach Seminalplasmakontakt in den DRMs der Spermien ab. Das Verhältnis 
von Lipid- zu Proteingehalt in den DRMs sank nach Seminalplasmakontakt. Die Zunahme an 
GPE und die Abnahme an SM deuten auf eine Destabilisierung möglicher Membrandomänen 
hin. Dies könnte in Vorbereitung auf die Kapazitation und Akrosomenreaktion der Spermien 
geschehen, und die beschriebene Zusammenlagerung von kleinen Membrandomänen zu 
größeren Clustern begünstigen. Zunächst wird die Spermienmembran mit den destabilisierten 
Membrandomänen jedoch wahrscheinlich durch die Proteine des Seminalplasmas geschützt, 
die sich nach der Ejakulation an der Spermienmembran anlagern. Für eine Aufnahme neuer 
Proteine, beispielsweise mit einem GPI-Anker, in die Membrandomänen, spricht die 
beobachtete Anreicherung des PIs in den DRMs. Die Aufnahme und Anlagerung von 
Proteinen sorgte vermutlich auch für die Verringerung des Verhältnisses von Lipid zu Protein 
in den DRMs der Spermien nach Seminalplasmakontakt. Durch die in vitro Inkubation von 
Nebenhodenspermien aus der Cauda mit Seminalplasma, das aus Ejakulaten nach Separation 
von den Originalspermien gewonnen wurde, konnten jedoch nicht die gleichen 
Veränderungen hervorgerufen werden, denen die Spermien-DRMs während der Ejakulation in 
vivo unterworfen waren. 
Eberspermien sind generell kälteempfindlich und reagieren auf die Lagerung bei niedrigen 
Temperaturen selbst oberhalb des Gefrierpunktes mit einer deutlichen Reduzierung ihrer 
Motilität. Daher findet ihre Lagerung üblicherweise bei 16°C unter Zusatz von 
Verdünnermedien statt. Um das bei dieser Temperatur zu erwartende Keimwachstum zu 
minimieren, werden diesen Verdünnermedien Antibiotika zugesetzt. Im Hinblick auf die 
steigende Zahl an Keimen mit Antibiotikaresistenzen wäre eine Reduzierung oder 
Vermeidung der Antibiotika durch die Absenkung der Lagerungstemperatur wünschenswert. 
Spermien von 64 Ebern einer Eberstation wurden hinsichtlich ihrer Kälteresistenz untersucht, 
indem Aliquots ihrer Ejakulate parallel bei 16°C und 4°C gelagert wurden. Die Spermien von 
nur etwa 10% der Eber erwiesen sich als kälteresistent, d. h. ihre Motilität unterschied sich 
kaum zwischen beiden Lagerungstemperaturen. Diese Eigenschaft ist individuum-spezifisch. 
Von Ebern mit kälteresistenten und kältesensitiven Spermien wurde die Zusammensetzung 
der Spermien-DRMs untersucht. In der 31P-NMR-Analyse zeigten die DRMs von 
kältereresistenten Spermien einen erhöhten Anteil an 
Glycerophosphatidylcholin-Plasmalogenen und einen verringerten Anteil an 
Diacylphosphatidylcholin. Da die Plasmalogene in Eberspermien eher langkettige mehrfach 
ungesättigte Fettsäurereste gebunden haben und an die Diacylphosphatidylcholine eher kurze, 
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gesättigte Fettsäurereste gebunden sind, könnte dies darauf hindeuten, dass für die 
Kälteresistenz ein höherer Anteil von langkettigen mehrfach ungesättigten Fettsäureresten in 
den DRMs von Vorteil ist. Dies ließ sich in einer MALDI-TOF MS Analyse bestätigen, bei 
der die DRMs von kälteresistenten Eberspermien einen geringeren Anteil an kurzen 
gesättigten Fettsäureresten besaßen. Der erhöhte Anteil an langkettigen mehrfach 
ungesättigten Fettsäureresten könnte in den DRMs die Membranfluidität erhöhen und so die 
Zellmembran bei niedrigen Temperaturen besser funktionsfähig erhalten. Ob diese 
Eigenschaften mit der Befruchtungsfähigkeit der Eberspermien interferieren, bleibt in 
künftigen Arbeiten zu klären. 
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Summary 
The lateral distribution of lipids and proteins in cell membranes is heterogeneous. Therefore, 
certain lipids and proteins are enriched in specific domains of varying size and different time 
scales. In transcriptional inactive cells like spermatozoa, a remodeling of those domains 
provides one possibility to respond to the multiple challenges on their way to fertilization. 
To investigate membrane dynamics in mammalian spermatozoa detergent resistant membrane 
domains (DRMs) were investigated in boar spermatozoa at various developmental stages. 
DRMs of spermatozoa from different epididymal regions as well as ejaculates should reflect 
changes in membrane properties during maturation. Whether there is a linkage between 
resistance of boar spermatozoa to storage at 4°C and the composition of their DRMs was also 
analyzed. 
Following initial experiments with nine differing detergents, Triton-X 100 was selected as the 
detergent most suitable for further experiments, because it releases, in combination with 
mechanical stress, essential parts of the plasma membrane and acrosome membrane from the 
cell. In analogy to the literature, exclusively after exposure to Triton-X 100 and mechanical 
treatment, sharp opalescent bands could be revealed in a sucrose density gradient that were 
enriched in sphingomyelin (SM), phosphatidylinositol (PI) and cholesterol. 
The comparison of DRMs from sperm cells at varying epididymal stages with ejaculated 
spermatozoa showed various characteristic band patterns in the sucrose density gradients. 
This suggests changes in membrane properties related to DRMs of spermatozoa during their 
passage of the epididymis and after contact to seminal fluid. Upon maturation and ejaculation, 
an increase of the relative content of glycerophosphatidylethanolamine (GPE) and PI within 
glycerophospholipids was observed in the DRMs. The relative amount of SM decreased in 
DRMs during maturation and after contact to seminal fluid. Further, the ratio of lipid to 
protein content was reduced in the DRMS after contact to seminal fluid. Increasing GPE and 
decreasing SM amounts suggest a destabilization of DRMs and therefore destabilization of 
possible membrane domains in maturing sperm cells as a prerequisite to capacitation and 
acrosome reaction. This could lead at later stage to the described clustering, i. e. formation of 
larger membrane domains, during capacitation in advance to acrosome reaction. First, 
however, seminal fluid proteins cover the spermatozoa protecting the membrane with the 
destabilized membrane domains. The rise in the DRMs PI content may be an indication for 
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the introduction of new proteins with a GPI-anchor. The insertion and attachment of proteins 
might also be responsible for the observed decrease of the lipid to protein ratio in DRMs 
during ejaculation. An incubation of epididymal spermatozoa from the cauda with seminal 
fluid, collected by separation from ejaculated spermatozoa, did not generate the observed 
changes in the sperm DRMs during ejaculation in vivo. 
Spermatozoa from boars are sensitive to storage at cold temperatures even above the freezing 
point. Therefore, sperm conservation for artificial insemination is performed at 16°C in the 
presence of antibiotics. A reduced storage temperature is a prerequisite to decrease the usage 
of antibiotics which is a must considering the rising resistances. A screening of the ejaculates 
from 64 boars resulted in about 10% of the individuals whose spermatozoa maintained their 
quality during storage at 4°C. Repeated analysis of ejaculates of eight selected boars revealed 
that resistance to cold storage is an individual property. DRM composition between cold 
sensitive and cold resistant sperm was compared. 31P-NMR analysis indicated a reduced 
content of diacylphosphatidylcholines and an enriched content of glycerophosphocholine-
plasmalogens in the DRMs of cold resistant sperm. This was accompanied by a higher content 
of long-chained polyunsaturated fatty acid, as boar sperm plasmalogens predominantly 
contain long-chain polyunsaturated fatty acyl residues and diacylphosphatidylcholines exhibit 
shorter rather saturated fatty acyl residues. This was confirmed by MALDI-TOF MS where 
the cold resistant sperm had reduced contents of saturated fatty acyl residues in the 
phospholipids of their DRMs. The higher content of long-chained polyunsaturated residues in 
the DRMs could raise membrane’s fluidity and therefore help the sperm’s membrane to 
withstand deeper temperatures. It remains to be investigated whether this property of boar 
spermatozoa interferes with their fertilizing capability. 
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1. Abkürzungsverzeichnis 
9-AA 9-Aminoacridin 
AFLP Amplified restriction fragment length polymorphism 
BTS Beltsvelle Thawing Solution 
CHO Cholesterol 
C/P Verhältnis von Cholesterol zu Phospholipiden [mol/mol] 
CTB Choleratoxin B 
D. Durchschnitt 
DE-Modus delayed extraction mode 
DHB 2,5-Dihydroxybenzoesäure 
DHAP-S Dihydroxyacetonphosphat-Synthase 
DiIC Dialkylcarbocyanin 
DPPA 1,2-Dipalmitoylphosphatidsäure 
DPPG 1,2-Dipalmitoylphosphatidylglycerol 
DRM Detergenzresistente Membranregion (detergent resistant membrane 
domain) 
DSC Differential scanning calorimetry 
DTT Dithiothreitol 
EDTA Ethylendiamintetraessigsäure 
EGTA Ethylenglycoltetraessigsäure 
FLIM Fluoreszenz Lebenszeitmessungen (Fluorescence lifetime imaging 
microscopy) 
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FRET Förster-Resonanz-Energie-Transfer 
FRAP Fluorescence recovery after photobleaching 
G.-Tag Gewinnungstag 
GPC Glycosylphosphatidylcholin 
GPE Glycosylphosphatidylethanolamin 
GPI-Anker Glycosylphosphatidylinositol-Anker 
GPMV Giant plasma membrane vesicle 
GUV Giant unilamellar vesicle 
HBS Hepes-Puffer (Hepes buffered solution) 
HLB Hydophilic-lipophilic-balance 
KBE Kolonie bildende Einheiten 
Ld-Phase Ungeordneter Phasenzustand (Liquid-Disordered-Phase) 
Lo-Phase Geordneter Phasenzustand (Liquid-Ordered-Phase) 
LPC Lysophosphatidylcholin 
MALDI-TOF 
MS 
Matrix-assisted laser-desorption and ionization time-of-flight mass 
spectrometry 
MβCD Methyl- 
MW Mittelwert 
m/z Verhältnis von Masse zu Ladung 
NBD Nitro-2-1,3-Benzoxadiazol-4-yl 
NH Nebenhoden 
NMR Nuclear magnetic resonance 
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Nr. Nummer 
ODAF 5-(N-Octadecanoyl)aminofluorescein 
PBS Dulbecco’s Phosphate Buffered Saline 
PA Phosphatidsäure 
PAGE Polyacrylamid-Gelelektrophorese 
PALM Photo-aktivierte Lokalisationsmikroskopie (Photo-activated localisation 
microscopy) 
PI Phosphatidylinositol 
PL Phospholipid 
PLTP Phospholipid-Transfer-Proteine 
POPC 1-Palmitoyl-2-Oleoylphosphatidylcholin 
POPE 1-Palmitoyl-2-Oleoylphosphatidylethanolamin 
PS Phosphatidylserin 
PUFA mehrfach ungesättigte Fettsäure (polyunsaturated fatty acid) 
SDS Natriumdodecylsulfat 
SGG Sulfogalactosylglycerolipid (Seminolipid) 
SIM Strukturierte Illuminationsmikroskopie (structured illumination 
microscopy) 
SLIP Seminolipid immobilizing protein 
SM Sphingomyelin 
SOPC 1-Stearoyl-2-Oleoylphosphatidylcholin 
SP Seminalplasma 
 11 
SPFI Single particle  fluorescence inmaging 
Std Standardabweichung (standard deviation) 
STED Stimulated emission depletion 
TEA Triethylamin 
TLC Dünschichtchromatographie (thin layer chromatography) 
ZP Zona pellucida 
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2. Einleitung 
In dieser Arbeit wurden detergenzresistente Membrandomänen aus Eberspermien untersucht: 
ihre Veränderungen während der Reifung im Nebenhoden bis hin zu den Ejakulatspermien 
sowie mögliche Unterschiede dieser Domänen bei Individuen, deren Spermien sich durch 
unterschiedliche Kältetoleranz auszeichneten. Im Folgenden wird ein Überblick über den 
Aufbau von Eberspermien, über den Aufbau von Membranen dieser spezialisierten Zellen mit 
Fokus auf Membrandomänen und über die Kältetoleranz von Spermien gegeben. Außerdem 
werden Ergebnisse aus Vorarbeiten beschrieben und dabei die Eignung eingesetzter 
Analysemethoden näher erläutert. 
2.1 Das Spermium – eine spezialisierte Zelle im Auftrag der Reproduktion 
 
Abbildung 1: Schematische Abbildung eines Säugerspermiums mit seinen zugehörigen Membranen (rot 
umrandet) 
Bei Spermien handelt es sich um sehr spezialisierte Zellen, die die Aufgabe haben, die 
genetische Information des männlichen Tieres zur Eizelle zu bringen. Wie die Eizelle besitzen 
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diese Keimzellen einen haploiden Chromosomensatz, der nach erfolgreicher Befruchtung mit 
dem haploiden Chromosomensatz der Eizelle zu einem diploiden Chromosomensatz 
zusammengesetzt wird. Das genetische Material (die DNA) liegt gut verpackt im Kopf der 
Spermienzelle. Zum Schutz ist das Chromatin weitgehend kondensiert und an sogenannte 
Protamine gebunden, die in den Spermien die Histone ersetzen. Die Zellen sind daher 
genetisch inaktiv. Alle während der Reifung benötigten RNAs bzw. Proteine müssen bereits in 
der ungereiften Keimzelle vorliegen oder von außen zugeführt werden. Um die Eizelle zu 
erreichen, besitzen Spermien einen Schwanz, mit dem sie sich im weiblichen Genitaltrakt 
fortbewegen können. Dieser gleicht vom Bau her der Geißel von Einzellern und besitzt im 
Innern die typische 9+2-Struktur aus Mikrotubuli, d. h. zwei innen nebeneinander liegende 
Mikrotubulifasern werden von neun weiteren Mikrotubulifaserpaaren ringförmig umhüllt. 
Zwischen Kopf und Schwanz befindet sich das sogenannte Mittelstück, in dem die 
Mitochondrien der Spermienzelle liegen, die die Energie für die Fortbewegung der Zelle 
bereitstellen. 
Im Spermienkopf findet man das sogenannte Akrosom. Dieses auch als Kopfkappe 
bezeichnete Organell umhüllt den Zellkern wie ein Becher. Das Akrosom ist von einer 
Doppelmembran umschlossen. Man unterscheidet zwischen der inneren Akrosomenmembran, 
die dem Zellkern zugewandt ist, und der äußeren Akrosomenmembran, die der 
Plasmamembran zugewandten Membran. Das Innere des Akrosoms bildet die akrosomale 
Matrix, in der hydrolysierende Enzyme (Akrosin, Esterasen, Hyaluronidasen und saure 
Proteinasen) enthalten sind. Bei der Befruchtung werden diese Enzyme freigesetzt 
(Akrosomenreaktion) und sind für den Verdau der Zona pellucida zuständig, die die Eizelle 
umgibt. Dadurch wird die Plasmamembran der Eizelle für das Spermium zugänglich und 
kann mit der Eizelle verschmelzen. 
Somit findet man bei Spermien folgende Membranen: die Plasmamembran, die die Zelle 
nach außen abgrenzt, die innere und die äußere Akrosomenmembran, die das Akrosom 
umschließen, die Membranen des Zellkerns und die Membranen der Mitochondrien im 
Mittelstück (Abbildung 1). 
2.2 Asymmetrischer Aufbau von Zellmembranen 
Spermien sind wie alle biologischen Zellen von einer Phospholipid-Doppelmembran (lipid 
bilayer) umgeben. Diese besteht aus verschiedenen Phospholipiden, Cholesterol sowie ein- 
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und angelagerten Proteinen. Spermien besitzen im Vergleich zu vielen anderen Zellen einen 
hohen Anteil an Lipiden mit mehrfach ungesättigten Fettsäuren wie beispielsweise 
Docosahexaensäure (22:6). Diese sorgen für eine höhere Fluidität der Membran, die für die 
Befruchtungsfähigkeit erforderlich ist [75].  
In der folgenden Tabelle sind die wichtigsten Lipide der Membranen von Spermien mit ihren 
Strukturformeln und Abkürzungen, die im weiteren Verlauf der Arbeit verwendet werden, 
zusammengestellt: 
Tabelle 1: Namen, Abkürzungen und Strukturformeln diverser Lipide. Vom 
Glycerophosphatidylethanolamin ist nur die Kopfgruppe dargestellt (i)), es kommt analog zum 
Glycerophosphatidylcholin in den drei dargestellten Formen (f) bis h)) vor. R, R1: Fettsäurereste 
(Acylreste), R2: Alkylrest, R3: Alkenylrest 
Lipid Abkürzu
ng 
Strukturformel 
a) Phosphatidsäure PA 
 
b) Phosphatidylserin PS 
 
c) Phosphatidylinositol PI 
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d) Sphingomyelin SM 
 
e) Seminolipid (1-o-Palmityl-2-o-
palmitoyl-3-β-(3‘-
sulfogalactosyl)-glycerol) 
SGG 
 
f) 1-Acyl-2-acyl-glycero-
phosphatidylcholin 
(Diacylglycero-
phosphatidylcholin) 
diacylGP
C 
 
g) 1-Alkyl-2-acyl-
glycerophosphatidylcholin 
(Etherlipid) 
etherGPC 
 
h) 1-Alkenyl-2-acyl-
glycerophosphatidylcholin 
(Plasmalogen) 
plasmGP
C 
 
i) Phosphatidylethanolamin 
(Kopfgruppe) 
PE 
 
Wie in Tabelle 1 f), g) und h) dargestellt, können die Fettsäurereste (bzw. Alkyl- und 
Alkenylreste) des GPCs über drei verschiedene Arten von Bindungen gebunden sein. 
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Entsprechend kann auch das Glycerophosphatidylethanolamin (GPE) in diesen drei Formen 
auftreten, daher ist in Tabelle 1, i) nur die Kopfgruppe dargestellt. Sind beide Fettsäuren über 
eine Acylbindung (Tabelle 1, f)) gebunden, spricht man von DiacylGPC bzw. DiacylGPE. Bei 
Spermien lassen sich aber auch GPCs und GPEs finden, bei denen in der sn1-Position ein 
Alkylrest über eine Etherbindung gebunden ist (Tabelle 1, g)). Diese werden im Folgenden als 
EtherGPC bzw. EtherGPE bezeichnet. Bei ihrer Bildung wird der Fettsäurerest durch einen 
langkettigen Alkohol ausgetauscht (Abbildung 2). Diese Synthese findet in den Peroxisomen 
des Nebenhodengewebes statt, sodass die dort gebildeten Etherlipide sezerniert und auf die 
Spermien übertragen werden [93]. Spermien selbst besitzen keine Peroxisomen. Humane 
Ejakulatspermien sind aber in der Lage, in DiacylGPE langkettige Alkohole (Hexadecanol) 
einzubauen, sodass etherGPE entsteht. Durch massive Methylierung kann dieses dann in 
etherGPC umgewandelt werden, zu dessen direkter Synthese Spermien nicht befähigt sind 
[49]. 
 
Abbildung 2: Einzelne Schritte der Etherphospholipidsynthese: 1) Acylierung durch Acyl-CoA, 2) 
Austausch des Carboxylatrestes durch einen Alkohol (durch Dihydroxyacetonphosphatsynthase = DHAP-
S), 3) Reduktion durch NADPH, 4) Acylierung durch ein zweites Acyl-CoA, 5) Hydrolyse des 
Phosphatesters, 6) Transfer eines Phosphoethanolaminrestes und 7) Methylierung zu EtherGPC (nach 
[110], S. 274, sowie [49, 93]). 
 17 
 Abbildung 3: Synthese eines Plasmalogens - durch Einbau einer Doppelbindung mittels einer Desaturase 
wird EtherGPE zu plasmGPE (nach [110], S. 275, sowie [127]) 
Aus den Etherlipiden entstehen durch Einbau einer Doppelbindung mittels einer Desaturase 
(Abbildung 3, [127]) die sogenannten Plasmalogene (Tabelle 1, h)). Diese kommen zu einem 
hohen Anteil in den Spermienmembranen vieler Säuger, insbesondere der Wiederkäuer, vor 
[27]. Die Plasmalogene besitzen am endständigen C-Atom des Glycerins ein Fettaldehyd, das 
über eine Enoletherbindung gebunden ist. Der am C2-Atom gebundene Fettsäureester ist stets 
ungesättigt. Im Falle von Eberspermien, bei denen man ebenfalls einen relativ hohen Anteil 
an Plasmalogenen findet [58], handelt es sich bei dieser ungesättigten Fettsäure zumeist um 
Docosahexaensäure (22:6) oder Docosapentaensäure (22:5). Außerdem findet man in 
Spermien, wie in allen Zellmembranen, auf der äußeren Zellmembran Glycolipide, bei denen 
statt des Phosphats Mono- oder Oligosaccharide glycosidisch an das Lipid gebunden sind. Sie 
machen bei Säugerspermien in etwa einen Anteil von 10% aus [87]. So findet man bei 
Eberspermien beispielweise das Seminolipid (1-O-Palmityl-2-O-palmitoyl-3-β-(3‘-
sulfogalactosyl)-glycerol), das zu den Sulfoglycolipiden gehört [58]. 
Als gebundene Fettsäuren kommen bei Eberspermien zumeist die gesättigten Fettsäuren 
Myristinsäure (14:0), Palmitinsäure (16:0), Stearinsäure (18:0) und Arachinsäure (20:0) sowie 
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die ungesättigten Fettsäuren Ölsäure (18:1), Linolsäure (18:2), Arachidonsäure (20:4) und die 
bereits erwähnte Docosapentaensäure (22:5) bzw. Docosahexaensäure (22:6) vor [87]. 
Die transversale Verteilung dieser Lipide in Zellmembranen ist heterogen: In der äußeren 
Lamelle auf der exoplasmatischen Seite befinden sich überwiegend GPC und SM, während in 
der inneren Lamelle auf der cytoplasmatischen Seite neben GPC überwiegend die 
Aminophospholipide GPE und PS zu finden sind [29, 54, 76]. Diese heterogene Verteilung 
wird mit Hilfe von Translokasen aufrechterhalten, die die Lipide auch entgegen einen 
bestehenden Konzentrationsgradienten von einer Membranhälfte in die andere transportieren. 
In der äußeren Akrosomenmembran, die der cytoplasmatischen Lamelle der Plasmamembran 
zugewandt ist, ist ebenfalls PS lokalisiert [55]. Das Auftreten von PS auf der Zellaußenseite 
wird somit als Zeichen für Apoptose betrachtet, wo die energieverbrauchenden 
Transportprozesse nicht mehr funktionieren. 
 
Abbildung 4: Schematisches Modell einer Zellmembran - Darstellung der lateralen (Liquid-Ordered-
Phase, Lo und Liquid-Disordered-Phase, Ld) und transversalen Heterogenität, bei der die spezifischen 
Lipide und Proteine in bestimmten Membranbereichen angereichert sind. Die Proteine der lo-Domäne 
sind heller dargestellt als die der ld-Domäne. 
Biologische Membranen besitzen auch eine heterogene laterale Verteilung ihrer Lipide und 
Proteine (Abbildung 4). In bestimmten Bereichen sind spezifische Lipide und Proteine 
inselartig angereichert. Diese werden als Mikrodomänen oder Rafts bezeichnet und besitzen 
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einen erhöhten Anteil an Glycosphingolipiden und Cholesterol und vor allem vorwiegend 
Lipide mit stärker gesättigten, langkettigen Fettsäuren [107]. Dies sorgt für eine verringerte 
Fluidität der Membrandomänen - die Lipidmatrix befindet sich in diesem Bereich im 
geordneten Phasenzustand (Liquid-Ordered-Phase, Lo), der auch als flüssigkristalliner 
Zustand bezeichnet wird, während sich die Umgebung in der ungeordneten Phase (Liquid-
Disordered-Phase, Ld bzw. Lα) befindet. Cholesterol, das sich zwischen den Fettsäureresten 
der Phospholipide und Glycolipide der Membran aufhält, interkaliert ebenfalls bevorzugt im 
Bereich der Lo-Domänen [102]. Eine wichtige Rolle spielen zusätzlich die enthaltenen 
Proteine. Man nimmt aufgrund aktueller Ergebnisse an, dass Rafts durch Proteine des 
Zytoskeletts stabilisiert werden [57, 85]. 
In künstlich erzeugten Membranvesikeln, sogenannten giant unilamellar vesicels (GUVs), 
lässt sich mit definierten Lipidmischungen die Phasenseparation in lo- und ld-Domänen 
mittlerweile recht gut nachstellen und die Untersuchung der einzelnen Lipidphasen wird 
durch die mikroskopisch darstellbare Größe der Domänen erleichtert [18, 53, 79, 123]. 
In lebenden, unfixierten Zellen gestaltet sich der Nachweis von Rafts aufgrund der geringen 
Größe (10-200 nm, [90]) und der kurzen Lebensdauer (im Bereich von ms oder sogar ns) 
recht schwierig und ihre Existenz wird von einigen Forschergruppen durchaus noch 
angezweifelt [38, 61, 78, 104]. Trotzdem gibt es mittlerweile starke Hinweise für die Existenz 
von Rafts in vivo. So gelang es Eggeling und seinen Mitarbeitern [22] mittels der STED-
Fernfeld-Fluoreszenznanoskopie (STED = Stimulated Emission Depletion), die unterhalb der 
Beugungsgrenze auflösen kann, Sphingolipide und Proteine mit einem 
Glycosylphosphatidylinositol-Anker (GPI-Anker) in lebenden Zellen zu verfolgen. Diese 
hielten sich zeitweise (10-20 ms) nur in stark eingegrenzten Bereichen (mit weniger als 20 nm 
Durchmesser) auf. Neben der STED-Mikroskopie gibt es weitere Verfahren der 
Fluoreszenzmikroskopie, die durch verschiedene Techniken und aufwendige 
Datenverarbeitung auch unterhalb der optischen Auflösungsgrenze von 200 nm Bilder 
erzeugen können. So beschreiben Owen et al. [85] in einem Review neben der STED-
Mikroskopie auch die Funktionsweise weiterer Einzelmolekül-Techniken wie die strukturierte 
Illuminationsmikroskopie (= structured illumination microscopy, SIM) und die Photo-
aktivierte Lokalisationsmikroskopie (= photo-activated localisation microscopy, PALM). 
Auch Methoden, die die Beweglichkeit von Proteinen und Lipiden untersuchen, wie 
beispielweise Fluorescence recovery after photobleaching (FRAP), die 
Fluoreszenzpolarisationsanisotropie und Fluoreszenzlebenszeitmessungen (FLIM) werden zur 
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Untersuchung von Rafts angewendet [107, 109]. Außerdem finden Techniken, die die 
Interaktionen zwischen Molekülen untersuchen, wie beispielsweise der 
Förster-Resonanz-Energie-Transfer (FRET), immer häufiger Anwendung bei der 
Untersuchung von Rafts [63, 101, 107]. Der Einsatz von Quantum Dots zur Markierung von 
Proteinen ermöglicht ebenfalls die Verfolgung von einzelnen Molekülen. So beobachteten 
Espinoza et al. [23] mittels Quantum-Dots-markierter Immunglobuline die eingeschränkte 
Beweglichkeit von Immunglobulinrezeptoren in Zellmembranen von Mastzellen, die sich in 
Domänen mit einer Größe von wenigen zehn bis über 100 nm aufhielten. 
Da sich Cholesterol zu einem höheren Anteil in der Lo-Phase aufhält und einen wichtigen 
Beitrag zur Raftbildung liefert, wurde auch der künstliche Entzug von Cholesterol mittels 
Methyl-β-Cyclodextrin (MβCD) zur Untersuchung von Membrandomänen verwendet. 
Wheeler & Tyler [130] konnten mittels der Markierung lebender Zellen mit Laurdan (6-
Dodecanyl-2-dimethylaminonaphthalen), das die Wellenlänge seiner emittierten Fluoreszenz 
in Abhängigkeit vom verfügbaren freien Wasser in der Membran ändert, nachweisen, dass 
sich nach Cholesterolentzug die Fluidität der Zellmembran vergrößerte. In lebenden 
Erythrozyten gelang der Nachweis, dass eine mittels Bodipy-GM1 (N-(Bodipy®-FL-
propionyl)-neuraminosyl-GM1) beachtete Phasenseparation der Zellmembran durch 
Cholesterolentzug zerstört wurde [70]. Hao et al. [39] beschreiben wiederum, dass ein 
Cholesterolentzug mittels Methyl-β-Cyclodextrin zur Bildung sichtbarer Membrandomänen 
in TRVb-1-Zellen (Chinese Hamster Ovar Zelllinie) führte. Die Zellen wurden dafür zuvor 
mit dem fluoreszierenden Dialkylcarbocyanin (DiIC16), das sich bevorzugt in der Lo-Phase 
aufhält, oder mit DiIC12, das vorrangig in der Ld-Phase zu finden ist, markiert. Sie vermuten, 
dass sich durch den Cholesterolentzug kleinere, mit dem Fluoreszenzmikroskop nicht 
auflösbare Membrandomänen, zu größeren Domänen zusammenlagerten, die dann auch im 
Mikroskop sichtbar waren. Die Ergebnisse des Cholesterol-Entzugs müssen allerdings mit 
Vorsicht interpretiert werden: Der Ausfall einer Zellfunktion durch einen nicht natürlich 
vorkommenden Entzug von Cholesterol, muss nicht zwangsläufig mit der Lokalisation der 
beteiligten Proteine und Lipide in Membrandomänen zusammenhängen, denn der 
Cholesterolentzug könnte ebenso weitere Zellprozesse stören [21]. 
Es wird angenommen, dass die als Rafts bezeichneten Bereiche, im Gegensatz zu den 
umliegenden Membranbereichen, unter bestimmten Bedingungen gegenüber der Lyse durch 
Detergenzien stabil sind. Durch die eingeschränkte Inkorporation von Detergenzien werden 
sie als detergenzresistente Membrandomänen (DRMs) bezeichnet. Sie lassen sich 
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anschließend aufgrund ihrer geringeren Dichte auf einem Dichtegradienten isolieren. Durch 
die höhere Packungsdichte innerhalb der Membranbereiche im geordneten Zustand sind die 
Lipide für die Detergenzmoleküle schlechter zugänglich und bleiben erhalten. Für einen 
präparativen Ansatz wurde daher versucht, sich diese Eigenschaft zu Nutze zu machen, und 
eine Isolierung mittels Triton X-100 und anderen Detergenzien durchgeführt [10]. Dieser 
Versuchsansatz wird allerdings inzwischen von vielen Wissenschaftlern sehr kritisch gesehen 
und es wird angezweifelt, ob die angereicherten DRMs dem nativen Zustand der 
Membrandomänen in den Zellen entsprechen [59, 107]. Ein kritisches Argument ist, dass 
bestimmte Lipide und Proteine künstlich angereichert werden. Durch den Eingriff mit dem 
nicht natürlicherweise in der Zellmembran vorkommenden Detergenz werden möglicherweise 
Artefakte erzeugt. Besonders die häufig niedrige Temperatur (4°C oder auf Eis) könnte die 
natürliche Struktur der Membran verändern, da das Gleichgewicht zwischen dem geordneten 
und ungeordnete Phasenzustand stark durch die Temperatur beeinflusst ist. So konnten 
Mikhalyov & Samsonov [70] an mit Bodipy-GM1 markierten Erythrozyten feststellen, dass 
sich die Membrandomänen der Zellen bei einer Absenkung der Temperatur auf 4°C zu 
größeren, im Fluoreszenzmikroskop sichtbaren Domänen zusammenlagerten. In einigen 
Gruppen wurden daher DRMs bei Körpertemperatur isoliert, die die erwarteten Eigenschaften 
von Rafts widerspiegelten [16, 20, 73]. Auch wurden bereits detergenzfreie Präparationen von 
Membrandomänen durchgeführt [52, 89]. Persaud-Sawin et al. [89] verglichen dabei die 
detergenzfreie Präparation mit der Triton X-100 basierten Methode und stellten fest, dass die 
detergenzfreie Methode vor allem für die Proteinverteilung die erwarteten Rafteigenschaften 
besser darstellte. 
Eine Domänenbildung auf der cytoplasmatischen Seite der Zellmembran scheint ebenfalls 
recht wahrscheinlich, indem beispielsweise bestimmte GPEs mit Cholesterol interagieren 
[37], obwohl der geringe Anteil an SM (etwa 15%) und ein hoher Anteil ungesättigter 
Fettsäuren in den Lipiden eher dagegen sprechen [21]. Möglicherweise werden die 
Membrandomänen der cytoplasmatischen Seite der Zellmembran vor allem bei DRM-
Präparationen nicht beobachtet, da das häufig verwendete Triton X-100 diese Strukturen 
zerstört [73, 92]. Morris et al. verwendeten daher für ihre DRM-Isolierung bei 37°C einen 
ionischen Puffer mit K+, Mg2+ und EGTA, um auch die innere Lamelle der Membrandomäne 
zu erhalten. Die dabei isolierten Strukturen ähnelten in ihren Eigenschaften recht stark den 
Eigenschaften, die für Rafts erwartet werden. 
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Es ist bekannt, dass sich bestimmte Proteine ebenfalls bevorzugt in Membrandomänen 
anreichern. Da die Membran in diesem Bereich durch die gesättigten Fettsäuren etwas dicker 
ist (4,8 nm gegenüber 3,9 nm, [68]), ist dies ein energetisch günstigerer Aufenthaltsort für 
Proteine, die eine längere Transmembrandomäne oder einen Lipidanker (beispielweise GPI-
Anker) besitzen. Auch die Art des Lipidankers könnte den Aufenthaltsort eines Proteins 
bestimmen. So führten Zacharias et al. [133] FRET-Experimente mit fluoreszenzmarkierten 
Proteinen mit verschiedenen Lipidankern durch und konnten dabei zeigen, dass in 
Abhängigkeit vom Lipidanker eine Anreicherung in Rafts eher begünstigt wurde oder nicht. 
Proteine mit einem GPI-Anker spielen auch eine Rolle bei der Zusammenlagerung mehrerer 
kleiner Rafts zu größeren, stabileren Raftdomänen [66]. Durch diese selektive Anreicherung 
bestimmter Proteine sowie auch die Möglichkeit der reversiblen Bildung größerer 
Raftdomänen werden die Membrandomänen zu Hot Spots für verschiedene Aufgaben der 
Zellen, wie die Sortierung von Proteinen, die Kommunikation zwischen verschiedenen 
Zellen, Zell-Zell-Kontakte sowie zu Kontaktstellen für das Zytoskelett. So dienen 
Membrandomänen beispielsweise auch der Anreicherung der Hüllproteine, der 
anschließenden Assemblierung und dem Knospen von Viren [101]. Durch eine aktive 
Veränderung beispielsweise der Cholesterolmenge in der Membran oder durch Crosslinking 
spezifischer Proteine könnte die Bildung von Rafts bzw. die Zusammenlagerung bestimmter 
Proteine in diesen Membrandomänen reguliert und so die Zellen auf unterschiedliche 
Funktionen vorbereitet werden. So konnten Sharma et al. durch Crosslinking von Proteinen 
mit einem GPI-Anker die Bildung von größeren, langlebigeren Domänen zeigen [103]. Auch 
Edidin [21] postulierte die Zusammenlagerung von kleinen, instabilen Raftdomänen zu 
größeren, stabileren funktionalen Einheiten. Auch für kleine Rafts wäre es denkbar, dass sie 
selbt über längere Zeiträume stabil bleiben und nur Einzelkomponenten rasch zwischen Raft 
und der sie umgebenden ld-Phase wechseln [73]. Ebenso wäre eine lo-Phase mit kleinen 
eingelagerten ld-Domänen denkbar. Der hohe Cholesterolgehalt der Plasmamembran würde 
diese Vorstellung stützen [109]. 
Fest steht, dass spezielle Lipide in Verbindung mit speziellen Proteinen Rafts in 
verschiedenen Größen und zeitlichen Dimensionen stabilisieren. Sie ermöglichen so eine 
Strukturierung der Membran und damit funktionale Variabilität. Mittels DRM-
Präparationen können solche Lipide und Proteine isoliert werden, die bestimmte 
Eigenschaften widerspiegeln. Eine mögliche Artefaktbildung muss dabei stets 
berücksichtigt werden. Die exakte Funktion der isolierten Lipide und Proteine in vivo kann 
dann genauer untersucht werden. 
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In der Plasmamembran von Spermien lassen sich größere Lipiddomänen in den verschiedenen 
funktionalen Abschnitten des Spermienkopfes finden, deren Diffusionseigenschaften sich 
unterscheiden. Auch die Diffusionseigenschaften der Lipide im Mittelstück und im Schwanz 
unterscheiden sich [56]. So fanden Wolfe et al. [132] unterschiedliche Diffusionskoeffizienten 
für die verschiedenen Abschnitte in Säugerspermien (aus Bulle, Eber, Schafbock, Maus und 
Meerschwein), indem sie diese mit 5-(N-Octadecanoyl)aminofluorescein (ODAF) markierten 
und FRAP-Experimente durchführten. Im Spermienkopf gibt es drei Abschnitte: den 
akrosomalen Bereich, den äquatorialen Bereich und den postakrosomalen Bereich, die sich in 
ihren Diffusionseigenschaften unterscheiden [11]. Zwischen dem äquatorialen und dem 
postakrosomalen Bereich befindet sich eine Diffusionsbarriere, die Moleküle nur selektiv 
passieren lässt. Mit der Verfolgung von einzelnen DiIC16-Molekülen (fluoreszierendes 
Dialkylcarbocyanin) und DiIC16-Molekülkomplexen durch Einzelmolekül-
Fluoreszenzmikroskopie (single particle fluorescence imaging = SPFI) gelang der Nachweis 
dieser Diffusionsbarriere bei Eberspermien. Sie lässt Einzelmoleküle, aber keine 
Molekülkomplexe passieren [44, 47]. Dieser molekulare Filter wird vemutlich durch 
Transmembranproteine gebildet, die mit dem Zytoskelett verbunden sind [47]. In unserer 
Arbeitsgruppe wurde im Rahmen einer Bachelorarbeit [98] die Fluoreszenzlebenszeit von 
fluoreszenzmarkierten Lipiden (NBD-SM, NBD-Cholesterol, NBD-PS, NBD = Nitro-2-1,3-
Benzoxadiazol-4-yl) in den Membranen lebender Eberspermien untersucht. Dabei konnten für 
die verschiedenen Abschnitte der Spermien (akrosomaler Kopfbereich, postakrosomaler 
Kopfbereich, Mittelstück, Schwanz) ebenfalls Unterschiede in den Fluoreszenzlebenszeiten 
festgestellt werden. 
Da die Kommunikation und Interaktion der Spermien mit den Epithelien des weiblichen 
Genitaltraktes und vor allem der Eizelle zeitlich und räumlich genau abgestimmt sein muss, 
haben die Mikrodomänen ihrer Zellmembranen sicherlich ebenfalls eine besondere 
Bedeutung. Bereits 1995 postulierten Wolf et al. [131] Lipiddomänen in der Plasmamembran 
von Spermien. Durch differential scanning calorimetry (DSC) fanden sie in 
Spermienmembranen zwei Phasenübergänge, die im Bereich der physiologischen Temperatur 
lagen. Bei Säugerspermien (Mensch, Maus, Eber, Bulle) wurden für die Untersuchung von 
Membrandomänen zumeist DRMs isoliert [8, 33, 81, 83, 102]. Nixon et al. [82] fanden in 
DRMs aus Mäusespermien Chaperone, die mit GM1 kolokalisiert waren 
(fluoreszenzmikroskopische Untersuchungen). Sie postulierten daher, dass Rafts in Spermien 
unter anderem als Plattformen dienen, um Proteine zu modifizieren. Bei Mäusespermien 
gelang mittels einer detergenzfreien Präparation von Membrandomänen die Isolierung von 
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drei verschiedenen Sub-Domänen, die sich in ihrer Lipid- und Proteinzusammensetzung 
unterschieden [4]. Watanabe et al. [124] stellten transgene Mäuse her, die in ihren Spermien 
ein fluoreszierendes Protein mit GPI-Anker exprimierten. So konnten sie dessen 
Umverteilung in vivo während der Spermienreifung beobachten und postulierten 
Umordnungen der Raftstrukturen in Mäusespermien während der Reifungsprozesse. 
Weitere Beispiele zur Untersuchung von Membrandomänen in Spermien befinden sich auch 
im folgenden Kapitel (2.3), in dem Untersuchungen an Membrandomänen von Spermien 
hinsichtlich unterschiedlicher Reifungsstadien dargestellt werden. 
2.3 (Membran-)Veränderungen bei Spermien im Rahmen der Reifung – der Weg 
vom Hoden bis zur Eizelle 
Die Spermatogenese findet im Hoden (Abbildung 5) des männlichen Tieres statt und beginnt 
im äußeren Bereich der Samenkanälchen. Dabei entstehen aus den diploiden Spermatogonien 
durch mitotische Teilung weitere Spermatogonien, die dann zu diploiden Spermatozyten I 
differenzieren können. Die Spermatozyten I durchlaufen eine meiotische Teilung. Nach der 
Meiose I werden die dabei entstehenden haploiden Zellen als Spermatozyten II bezeichnet. 
Durch die Meiose II entstehen dann die haploiden Spermatiden. Diese verändern während der 
sich anschließenden Spermiogenese ihre Morphologie enorm: aus den kugelförmigen 
Spermatiden entstehen die langgestreckten Spermien mit Kopf und Schwanz. Die Energie 
dafür liefern die Sertolizellen, an die die Spermatiden gebunden sind. Die fertigen Spermien 
können dann über die Ductuli efferentis den Hoden verlassen und werden in den Nebenhoden 
verlagert. Am Ende der Spermatogenese werden die Histone gegen Protamine ausgetauscht 
und die Genexpression gestoppt. Beim Hausschwein dauert die Spermatogenese insgesamt 34 
Tage [114].  
Im Nebenhoden findet die weitere Reifung der Spermien statt: Im Nebenhodenkopf (Caput) 
und dem Nebenhodenkörper (Corpus) werden aus dem Epithel Lipide und Proteine sezerniert, 
die die Spermien aufnehmen. Dabei erlangen sie ihre Bewegungsfähigkeit. Über einen 
Cytoplasmatropfen werden von den Spermien außerdem überschüssiges Cytoplasma und 
nicht mehr benötigte Proteine und Lipide abgegeben. Im Nebenhodenschwanz (Cauda) 
werden die Spermien bis zur Ejakulation gespeichert, bei der sie über den Samenleiter und die 
Harnröhre das männliche Tier verlassen. 
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Betrachtet man die Veränderungen während der Nebenhodenpassage im Detail, so findet die 
Aufnahme bestimmter Lipide und Proteine über Lipidvesikel statt, die häufig als 
Epididymosomen bezeichnet werden [25, 111]. Die zu übertragenden Proteine befinden sich 
teilweise in den Membranen der Epididymosomen oder in deren Lumen [34]. Die 
Epididymosomen unterscheiden sich in den verschiedenen Nebenhodenabschnitten in ihrer 
Zusammensetzung, so ist ihr C/P-Gehalt in der Cauda höher als im Caput [35]. 
 
Abbildung 5: Schematische Darstellung des Hodens mit dem Nebenhoden (modifiziert 
nach: http://www.prostatitisdr.com/ prostatitis_epididymitis.html, 30.08.2012) 
Bei den Spermienlipiden steigt vor allem der Gehalt an SM und langkettigen, mehrfach 
ungesättigten Fettsäuren (20:4, 22:5, 22:6) [51, 111]. So beschrieb Ladha [56] bei 
Säugerspermien während der Nebenhodenpassage eine Zunahme von hochungesättigten PLs 
und PLs mit Ether-Verbindungen, vor allem von GPC und GPE 16:0 alkyl/22:6 acyl. Der 
Diffusionskoeffizient in der Plasmamembran des Kopfes steigt während der 
Nebenhodenpassage [48]. Die negative Oberflächenladung der Plasmamembran nimmt 
ebenfalls zu, Oberflächenantigene werden umgeordnet und vermehrt Disulfidbrücken gebildet 
[111]. Außerdem werden GPI-verankerte Proteine aufgenommen, beispielweise HE1, HE5, 
Hyaluronidasen (SPAM1) und weitere Proteine, die später für die Bindung an die Zona 
pellucida der Eizelle verantwortlich sind [111]. HE1 kann Cholesterol binden und sorgt 
vermutlich für die Regulation des Cholesterolgehalts, was einen Einfluss auf die Menge und 
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Lokalisierung von Rafts haben könnte [51]. So stellten James et al. [45] durch Filipin-
Markierung eine Umverteilung des Cholesterols bei Nebenhodenspermien gegenüber 
testikulären Spermien fest: Während sich bei den testikulären Spermien das Cholesterol 
gleichverteilt im akrosomalen Kopfbereich befindet, lässt sich bei Spermien der Cauda eine 
heterogene Cholesterolverteilung über die gesamten Spermien feststellen. Der Gesamtgehalt 
an Spermienlipiden sinkt bei vielen Säugern während der Nebenhodenpassage. So wurde dies 
für Spermien aus Bullen, Ebern, Schafböcken und Ratten beschrieben [80]. Als Ursache dafür 
wird eine Verstoffwechselung der Lipide vermutet, um sie als Energiequelle zu nutzen. 
Bei der Untersuchung isolierter Plasmamembranen von Eberspermien aus den verschiedenen 
Abschnitten des Nebenhodens stellten Nikolopoulou et al. [80] fest, dass der Gehalt einzelner 
Proteine und Lipidklassen Veränderungen unterworfen ist. So nimmt der Gehalt an GPE, PS 
und PI ab, während der Anteil an GPC und SM steigt. Auch der Cholesterolgehalt sinkt, der 
Gehalt an Desmosterol und Cholesterolsulfat wiederum nimmt zu. Die damit verbundene 
Veränderung der Membranfluidität könnte erklären, dass Spermien während der 
Nebenhodenpassage empfindlicher gegenüber Kälteschockbehandlungen werden. Auch 
Ladha [56] beschreibt steigende Konzentrationen an Sterolsulfaten im Nebenhoden. Werden 
diese in die Spermienmembran aufgenommen, sorgen sie für eine Stabilisierung der 
Spermienmembran. Die Zersetzung der Sterolsulfate durch vorhandene Sulfatasen im 
weiblichen Genitaltrakt sorgt dann für eine Destabilsierung der Spermienmembran. 
Buttke et al. [13] untersuchten mittels Markierung von GM1 mit Choleratoxin B (CTB) die 
Verteilung des Gangliosids in den Spermien, um daraus Rückschlüsse auf das Vorhandensein 
von Membrandomänen ziehen zu können. Dabei stellten sie fest, dass sich nur bei 
Nebenhodenspermien GM1 im akrosomalen Kopfbereich finden lässt (Mäuse-, Bullen- und 
Humanspermien). Bei Ejakulatspermien war keine Markierung möglich, was auf 
Umordnungen während der Reifungsprozesse deutet.  
Während der Ejakulation kommen die Spermien mit dem Seminalplasma in Kontakt, das von 
der Prostata und anderen Geschlechtsdrüsen (beim Schwein zum größten Teil von der 
Samenblasendrüse und der Bulbourethraldrüse) gebildet wird. Das Seminalplasma enthält 
unter anderem freies Cholesterol, Vitamin E und Phospholipid-Transfer-Proteine (PLTP). 
Beim Eber sind die wichtigsten SP-Proteine die Spermadhesine, die peripher an der 
Spermienoberfläche assoziieren, und die Zonadhesine, bei denen es sich um integrale 
Membranproteine handelt. Die Membranproteine des SP befinden sich in sogenannten 
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Prostasomen, vesikelartigen Strukturen, die von der Prostata gebildet werden [3, 65]. 
Zahlreiche Proteine des Seminalplasmas wirken dekapazitierend, unter anderem die 
Spermadhesine des Schweins oder das Protein SVS2 der Maus [50]. Andere Proteine und 
Lipide des Seminalplasmas lösen in Kombination mit einem erhöhten Bicarbonatgehalt sowie 
Proteinen und Lipiden, die vom Epithel des weiblichen Genitaltrakts gebildet werden, den 
Kapazitationsprozess aus: Die Spermien werden hypermotil und erlangen 
Befruchtungsfähigkeit. Während sich das freie Cholesterol und die PLTPs des 
Seminalplasmas vorerst noch stabilisierend auf den Cholesterolgehalt der Spermien 
auswirken, sinkt der Gehalt an Cholesterol nach und nach im weiblichen Genitaltrakt, indem 
extrazelluläre Lipoproteine der Spermienmembran Cholesterol entziehen. In vivo übernehmen 
diese Aufgabe vermutlich High-Density-Lipoproteine und Albumin, die vom Uterus und den 
Eileitern sezerniert werden [102, 105], sowie das Protein NPC2 aus dem Seminalplasma [33]. 
Während die lipid disorder bereits zu Beginn des Kapazitationsprozesses rasch steigt [8], 
destabilisiert der sinkende Cholesterolspiegel die Spermienmembran in Vorbereitung auf die 
Akrosomenreaktion weiter [56]. Vermutlich wird bevorzugt das Cholesterol der Ld-Domänen 
entzogen und sorgt für Umverteilungen der Raftstrukturen [7, 102, 121]. Diese wandern in 
Richtung des akrosomalen Kopfbereiches und lagern sich zu größeren Raftstrukturen 
zusammen, um Signalwege für die Akrosomenreaktion zu aktivieren [47, 102, 136]. Dies ist 
schematisch in Abbildung 6 dargestellt. So konnten Jones et al. [46] bei Mäusespermien auch 
eine Anreicherung von GM1 und Zona-pellucida-Bindeproteinen im akrosomalen 
Kopfbereich nach Cholesterolentzug beobachten. Sowohl GM1 als auch die untersuchten 
Zona-pellucida-Bindeproteine ließen sich in DRMs anreichern. DRMs aus Spermien konnten 
an homologe Eizellen [9, 82] bzw. Zona-pellucida-Proteine [81] binden. Weitere 
Forschungsgruppen [30-31, 121] beschreiben ebenfalls eine Anreicherung von Raft-
Markerproteinen (Caveolin und Flotilin) in der Spitze des Spermienkopfes. Auch das GPI-
verankerte Protein PH20 (mit Hyaluronidase-Aktivität) wandert aus dem Spermienschwanz in 
den akrosomalen Kopfbereich [11]. Nixon und Aitken [81] beschreiben ebenfalls die 
Umverteilung von Membrandomänen in die apikale Kopfregion während der Kapazitation. 
Botto et al. [8] vermuten Raftvorläufer in der äußeren Akrosomenmembran, die während der 
Kapazitation durch Vesikeltransport in die Plasmamembran gelangen. Dafür sprechen würde, 
dass das Akrosom aus dem Golgi-Apparat der Spermienvorläuferzellen gebildet wird und der 
Trans-Golgi-Apparat als Ort der Raftassemblierung gilt. 
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 Abbildung 6: In der schematischen Darstellung wird die Anreicherung von Raftdomänen im akrosomalen 
Kopfbereich von Mäusespermien während der Kapazitation gezeigt (linke Bildhälfte). In der rechten 
Abbildungshälfte ist die Zusammenlagerung von kleineren Raftdomänen zu größeren Raftbereichen und 
der Entzug von Cholesterol aus ld-Domänen der Plasmamembran während des Kapazitationsprozesses 
schematisch dargestellt (Abbildung aus Zitranski et al. [136]). 
Auch die Tyrosin-Phosphorylierung bestimmter Proteine wird durch die Verringerung des 
Cholesterolgehalts der Membran ausgelöst [47, 102] und bereitet die Spermien auf die 
kommenden Prozesse vor. Sie ist mitverantwortlich für aktivierende 
Konformationsänderungen der Zona-pellucida-Rezeptoren [24]. Während man beim 
Cholesterol eine Konzentrationsverschiebung in Richtung des akrosomalen Bereichs des 
Spermienkopfes beobachten kann, findet eine entgegengesetzte Bewegung von Seminolipid 
im Spermienkopf statt. Es befindet sich vor der Kapazitation in der Spitze des 
Spermienkopfes und wird während der Kapazitation im äquatorialen Kopfbereich 
angereichert. Seminolipid besitzt eine schützende Funktion vor Fusionsprozessen, indem es 
der Bildung von dafür nötigen hexagonalen Lipidstrukturen (HII) entgegenwirkt [30]. Es gilt 
zu beachten, dass die oben beschriebenen Veränderungen an kapazitierenden Spermien 
mangels Verfügbarkeit von in vivo kapazitierten Spermien stets an Spermien durchgeführt 
wurden, die in vitro kapazitiert wurden. Gleiches gilt für die Untersuchungen der 
Akrosomenreaktion, die im Folgenden beschrieben wird. 
Die Akrosomenreaktion wird durch den Kontakt der Zona-pellucida-Rezeptoren der 
Spermien mit der Zona pellucida (unter anderem dem Protein ZP3 = ZPC, [81]) der Eizelle 
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und Progesteron bei kapazitierten Spermien ausgelöst. Das Progesteron wird von den 
Kumuluszellen der Eizelle sezerniert. Der intrazelluläre Ca2+-Spiegel steigt deutlich an, wobei 
Ca2+ aus dem extrazellulären Raum und Speichern im Akrosom ins Cytoplasma einströmt 
[136]. Die Plasmamembran der Spermien depolarisiert. Progesteron fördert die Bildung von 
Ld-Domänen, die laterale Diffusion der Lipide erhöht sich [105]. Der dem Akrosom 
aufliegende Teil der Plasmamembran verschmilzt mit der äußeren Akrosomenmembran, 
sodass die akrosomale Matrix mit ihren hydrolysierenden Enzymen freigegeben wird. Diese 
Enzyme lysieren die Zona pellucida der Eizelle und geben so für das Spermium den Weg zur 
Plasmamembran der Eizelle frei. Die innere Akrosomenmembran fungiert anschließend als 
Plasmamembran und schließt die Zelle im akrosomalen Bereich ab. Im äquatorialen Bereich 
verbindet sie sich über eine Haarnadelstruktur mit der äquatorialen Plasmamembran [30]. Der 
Kontakt des Spermiums mit der Eizelle erfolgt zunächst mit der Spitze des Spermienkopfes 
unter anderem über das Protein Cyritestin der inneren Akrosomenmembran mit Integrinen der 
Eizelle. Für die Verschmelzung der beiden Zellen lagert sich das Spermium dann mit dem 
äquatorialen Bereich des Kopfes an die Membran der Eizelle. Dabei spielen unter anderem 
das Protein Fertilin β des Spermiums und wiederum Integrine der Eizelle eine Rolle und 
vermitteln den Kontakt. Außerdem wird vermutet, dass das Protein SLIP (Seminolipid 
immobilizing protein) des Oolemmas mit Seminolipiden der äquatorialen Spermienmembran 
Kontakt aufnimmt, diese immobilisiert und durch Desulfataseaktivität in Desulfoseminolipid 
umwandelt. Desulfoseminolipid begünstigt durch seine kleine Kopfgruppe die Fusion von 
Membranen [24]. 
Bereits Flesch und Gadella vermuteten eine Virus-artige Verschmelzung von Spermium und 
Eizelle [24]. SNARE-Proteine lassen sich in den Membranen von Epididymosomen, der 
äußeren Akrosomenmembran und der Plasmamembran der Spermien finden. Sie lassen einen 
Vesikeltransport zwischen den Epididymosomen und den reifenden Spermien vermuten [35] 
und bilden Funktionseinheiten für die Fusion der Plasmamembran mit der äußeren 
Akrosomenmembran während der Akrosomenreaktion und der Plasmamembranen vom 
Spermium und der Eizelle während der Befruchtung [31, 67, 119, 136]. So stellten Tsai et al. 
[119] bei Eberspermien fest, dass sich die t-SNAREs Syntaxin 1 und 2 in der Plasmamembran 
und das v-SNARE VAMP in der äußeren Akrosomenmembran befanden, um dann während 
der Akrosomenreaktion die Exocytose zu vermitteln. Durch DRM-Präparationen und 
Fluoreszenzmikroskopie konnten sie außerdem eine Umverteilung dieser Proteine in Richtung 
der Spitze des Kopfbereiches während der in-vitro-Kapazitation nachweisen. So wurden die 
Proteine vor der Kapazitation überwiegend in der Detergenz-löslichen Fraktion gefunden und 
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reicherten sich erst nach der Kapazitation bevorzugt in DRMs an. Vermutlich verhindern 
Gerüstproteine wie beispielweise MUPP1 eine vorzeitige Fusion der Membranen [136]. 
Eine essentielle Rolle während der Fusion von Spermium und Eizelle übernehmen die 
Proteine CD9 der Eizelle und IZUMO1 des Spermiums [71, 94]. Bei transgenen Mäusen mit 
fluoreszenzmarkierten IZUMO1-Proteinen führten Satouh et al. [94] 
fluoreszenzmikroskopische Untersuchungen zum Fusionsprozess der beiden Keimzellen 
durch. Dabei stellten sie fest, dass IZUMO1 beim Kapazitationsprozess von der inneren und 
äußeren Akrosomenmembran in den äquatorialen Bereich der Plasmamembran wandert. 
Beginnt das Spermium im äquatorialen Bereich mit der Eizelle zu fusionieren, geht IZUMO1 
auf die Plasmamembran der Eizelle über. Die innere Akrosomenmembran schließt sich bei der 
Fusion der Zellen zu einem Vesikel ab, der endozytotisch von der Eizelle aufgenommen wird. 
Ein kleiner Teil der IZUMO1-Moleküle verbleibt die ganze Zeit in der inneren 
Akrosomenmembran und ist auch noch im Vesikel in der Eizelle sichtbar. 
Die Vereinigung des genetischen Materials beider Keimzellen ist hingegen kein 
Fusionsprozess: Die Kernhüllen der beiden haploiden Vorkerne lösen sich auf und die 
Chromosomen werden vom Spindelapparat der befruchteten Eizelle angeordnet. Erst nach der 
Furchung werden in den Tochterzellen diploide Kerne mit neuen Kernmembranen gebildet 
([14], S. 1035). 
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2.4 (Membran-)veränderungen bei Spermien durch Einflussfaktoren bei künstlichen 
Reproduktionstechniken 
Sowohl bei der landwirtschaftlichen Reproduktion der Nutztiere als auch im Rahmen von 
Arterhaltungsprojekten kommen immer stärker künstliche Reproduktionstechniken zum 
Einsatz. Sie erhöhen die Produktivität in der Nahrungsmittelindustrie oder ergänzen die 
natürliche Reproduktion von Wild- und Zootieren in Zuchtprogrammen. Im Rahmen dieser 
Techniken ist häufig eine mehr oder minder lange Lagerung der Spermien oder ein Transport 
dieser Keimzellen notwendig, damit sie zeitgleich mit den Eizellen für eine in-vitro-
Befruchtung oder für eine künstliche Besamung der Muttertiere zur Verfügung stehen. Dabei 
werden die Spermien mit Verdünnermedien versetzt, die mit ihren Inhaltsstoffen die 
Lebensfähigkeit dieser Keimzellen außerhalb des männlichen oder weiblichen Genitaltraktes 
verlängern und auch dafür sorgen, dass die Lagerung der Zellen bei niedrigen Temperaturen 
oder sogar in gefrorenem Zustand möglich wird. Während des Einfrierens und Auftauens sind 
die Spermien verschiedenen Stressoren ausgesetzt: Neben der Gefahr durch Bildung von 
zerstörerischen Eiskristallen in den Spermien sind sie durch das Gefrieren und Tauen des 
Umgebungswassers vor allem osmotischem Stress ausgesetzt. Die volumetrischen 
Änderungen der Zellen sorgen dabei für Dehnungen und Stauchungen der Membran [86]. 
Durch den Entzug des membrangebundenen Wassers und die durch die niedrigen 
Temperaturen verringerte Membranfluidität werden die Spermienmembranen zusätzlich 
destabilisiert. So fanden James et al. [45] bei Humanspermien selbst nach dem Auftauen noch 
eine verringerte Lipiddiffusion. Da auch die Phasenbildung der Membranlipide durch die 
Temperatur beeinflusst wird, können die natürlichen lo- und ld-Domänen ebenfalls nicht 
aufrechterhalten werden. Die dadurch entstehende Reorganisation der Membran beeinflusst 
ihre Integrität, Struktur und letztendlich Funktion [125]. Müller et al. [75] fanden allerdings 
bei Schafbockspermien, dass die transversale Lipidassymetrie von PS und GPC nach 
Einfrieren und anschließendem Auftauen der Spermien erhalten bleibt, obwohl die Aktivität 
der Aminophospholipid-Translokase nach der Kryobehandlung verlangsamt ist. Auch bei 
Koalaspermien bleibt das PS nach dem Einfrieren und Auftauen in der inneren Lamelle. 
Ebenso konnten im Fluoreszenzmikroskop keine Veränderungen in der Verteilung von GM1 
beobachtet werden [134]. An Humanspermien konnte gezeigt werden, dass nach dem 
Einfrieren Lysolipide (aus GPC) und Ceramid (aus SM) entstanden. Als Ursache dafür wird 
eine Aktivierung der Phospholipase A2 und der Sphingomyelinase durch membranzerstörende 
Prozesse und den Abbau toter Spermien vermutet [95]. Außerdem sorgt der Kälteschock für 
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den Verlust von Phospholipiden [86], so fanden beispielsweise Buhr et al. [12] bei 
kryokonservierten Eberspermien einen Verlust an SM. Auch ein Verlust an Cholesterol wird 
beschrieben, der zu „kapazitationsartigen Membranveränderungen“ der Spermien führt [72]. 
Als schützende Stoffe werden den Gefriermedien beispielweise Glycerol, Polyvinylpyrrolidin, 
Dimethylsulfoxid oder Eidotter zugesetzt [5, 45, 86, 113]). Beim Eidotter wird vermutet, dass 
seine schützenden Eigenschaften durch das darin enthaltene Cholesterol und seine Low 
Density Lipoproteine entstehen, die, durch die Bereitstellung von Lipiden, den durch die 
Kälte verursachten Verlust an Cholesterol und Phospholipiden verhindern können [86]. So 
zeigten Swain und Miller [113] an Elefantenspermien, dass der dem Gefriermedium 
zugesetzte Eidotter den Anteil an Lipiden mit längeren und stärker ungesättigten Fettsäuren in 
den Spermien erhöhte. 
Generell scheint es für das Einfriervermögen der Spermien von Vorteil zu sein, einen höheren 
Anteil an langkettigen, mehrfach ungesättigten Fettsäuren und einen hohen Anteil von 
Cholesterol im Verhältnis zu den Phospholipiden zu haben [113]. So lassen sich spezies-
spezifische Unterschiede in der Gefriertauglichkeit von Spermien verschiedener Arten finden: 
Während sich Bullen- und Schafbockspermien durch ihren hohen Anteil an langkettigen, 
mehrfach ungesättigten Fettsäuren gut einfrieren lassen [113], scheinen Humanspermien (mit 
eher kürzeren gesättigteren Fettsäuren) diese Eigenschaft vor allem ihrem hohen 
Cholesterolgehalt zu verdanken (C/P = 1,0, [86]). Die Spermien von Katzenartigen besitzen 
eher schlechte Einfriereigenschaften [115] und zeichnen sich durch einen höheren Anteil an 
Diacylphospholipiden und einen sehr geringen Anteil an Plasmalogenen aus [27]. Ihr 
C/P-Wert liegt bei 0,3 [77]. 
Eberspermien sind bereits kälteempfindlich [69, 86, 125]. Sie besitzen ein niedriges 
Cholesterol zu Phospholipid Verhältnis (C/P = 0,2, [86]). Der Anteil an langkettigen, 
mehrfach ungesättigten Fettsäuren (Docosahexaensäure) ist gegenüber Bullenspermien zwar 
geringer (ähnlich dem Menschen, [113]), aber der Anteil an Etherlipiden und Plasmalogenen, 
die zumeist in sn2-Position eine langkettige, ungesättigte Fettsäure gebunden haben, ist 
deutlich höher als bei Katzenartigen [27]. Möglicherweise ist daher auch die spezifische 
Zusammensetzung oder Verteilung ihrer Phospholipide relevant. Die Qualität von 
Eberspermien verschlechtert sich rasch während der Lagerung bei tiefen Temperaturen, selbst 
bei Temperaturen oberhalb des Gefrierpunktes. Kryokonservierte Eberspermien besitzen nach 
dem Auftauen verringerte Fertilitätsraten. So beschreiben Medrano et al. bei aufgetauten 
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Eberspermien Fertilitätsraten von unter 50%, während die Fertilitätsraten von 
flüssigkonservierten Eberspermien bei 80% liegen [69]. Während der Flüssigkonservierung 
werden die Eberspermien bei 16-18°C gelagert und innerhalb weniger Tage für die Besamung 
eingesetzt. Da bei diesen Temperaturen ein vermehrtes Keimwachstum zu erwarten ist, wird 
dem Verdünnermedium üblicherweise ein Antibiotikum zugesetzt. Leider erwerben immer 
mehr Bakterienstämme eine Resistenz gegen diverse Antibiotika [1, 129]. Eine Verringerung 
oder gar Vermeidung der zugesetzten Antibiotika wäre daher wünschenswert. Neben der 
Zugabe anderer keimhemmender Substanzen, wie beispielsweise antimikrobieller Peptide 
[100], wäre die Lagerung bei tieferen Temperaturen eine weitere Strategie, dies zu erreichen. 
Neben den speziesspezifischen Unterschieden in der Gefriertauglichkeit von Spermien 
werden auch individuelle Unterschiede der Kryotoleranz beschrieben. So gibt es individuelle 
Eber, deren Spermien den Gefrier- und Tauprozess besser überstehen als die Spermien anderer 
Individuen [15, 125]. Die kältetoleranten Spermien weisen nach der Kryokonservierung einen 
höheren Anteil langkettiger, mehrfach ungesättigter Fettsäuren auf [125]. Möglicherweise 
können kryotolerante Spermien Lipide aus dem zugesetzten Eidotter des Verdünners besser 
aufnehmen [15]. Morrell et al. [72] vermuten einen Effekt des Seminalplasmas. Auch wird 
eine Verbesserung der Kryotoleranz von kältesensitiven Spermien durch den Zusatz des 
Seminalplasmas von Ejakulaten mit gutem Einfriervermögen beschrieben [40]. 
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2.5 Charakteristika von DRMs in Säugerspermien 
Bei den bisherigen Untersuchungen an DRMs in Säugerspermien wurde zumeist ein 
opaleszentes Band im Saccharosedichtegradienten an der Grenze von 5% zu 35% Saccharose 
beschrieben. Durch die Lichtstreuung an den isolierten Membrandomänen konnte für das 
opaleszente Band eine erhöhte Absorption bei 620 nm gemessen werden [81, 102]. Botto et 
al. [8] stellten an Ejakulatspermien des Ebers eine Anreicherung von Cholesterol und GM1 in 
den isolierten DRMs fest. Auch van Gestel et al. [121] stellten erhöhte Cholesterolwerte in 
den DRMs aus ejakulierten Eberspermien fest, der Sterol/GPC-Wert stieg von 0,50 in 
Spermien auf 0,79 in den DRMs und veränderte sich auch nicht durch in-vitro-Kapazitation 
der Spermien. In Bullenspermien wiederum wurde ein geringerer Cholesterolgehalt in den 
DRMs aus Ejakulatspermien und Nebenhodenspermien aus der Cauda gegenüber der Triton-
löslichen Fraktion gefunden. Nur in den Nebenhodenspermien aus dem Caput war das 
Verhältnis umgekehrt [33]. Entsprechende Vergleichsuntersuchungen von DRMs aus 
Nebenhoden- und Ejakulatspermien beim Eber sind nicht bekannt. In einer detergenzfreien 
Präparation von DRMs aus Mäusespermien wurden in den drei erhaltenen DRM-Fraktionen 
individuelle Unterschiede in der Sterol-, GM1-, Phospholipid- und Proteinzusammensetzung 
festgestellt [4]. Außerdem wurde Sulfogalactosylglycerolipid (SGG = Seminolipid) in den 
DRMs aus Eberspermien isoliert [9, 128]. Ein Großteil der bisherigen Arbeiten fokussierte 
sich auf die Analyse der Proteine in den isolierten DRMs [17, 82, 116, 121]. Aus den bis zu 
100 verschiedenen Proteinspots, die dabei in zweidimensionalen 
Polyacrylamidgelelektrophoresen gefunden wurden [82], konnten diverse Proteine 
identifiziert werden. So fanden van Gestel et al. [121] in den DRMs aus Ejakulatspermien des 
Ebers unter anderem das Spermadhesin AQN-3. 
2.6 Ergebnisse der Vorversuche des Projektes 
In den Vorversuchen des Projektes wurden im Rahmen einer Diplomarbeit [41] verschiedene 
Detergenzien auf ihre Wirkung auf die Spermienmembranen und ihren möglichen Einfluss auf 
die geplanten Analysemethoden untersucht. In dieser Diplomarbeit sowie in Jakop et al. [43] 
lässt sich eine genaue Beschreibung der verwendeten Detergenzien finden. Bei 
lichtmikroskopischen Analysen von mit den Detergenzien behandelten Spermien wurde 
festgestellt, dass die unterschiedlichen Detergenzien differenzierte Wirkungen auf die 
Spermienmembranen zeigen: Bei einer lichtmikroskopischen Untersuchung sieht man, ob die 
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Membranen im akrosomalen Bereich des Spermienkopfes intakt sind, sich in Ablösung 
befinden oder bereits vollständig abgelöst sind (siehe Abbildung 8). Die Kontrollprobe besaß 
nach einer 30-minütigen Inkubation bei 38°C einen Anteil von 93% Spermien mit intakten 
Membranen. Das gleiche Bild ließ sich auch nach einer Behandlung mit Pluronic F-127 
feststellen. Eine Inkubation bei 4°C zeigte bei diesen beiden Behandlungsmethoden das 
gleiche Ergebnis, die Temperatur hatte anscheinend keinen Einfluss. Bei den übrigen 
Detergenzien war der Anteil abgelöster Membranen bei der höheren Temperatur stets stärker. 
Außerdem ließ sich feststellen, dass wie erwartet, die Schäden an den Kopfmembranen der 
Spermien mit sinkendem HLB-Wert (hydrophilic-lipophilic-balance) der nicht-ionischen 
Detergenzien zunahmen. Auch die Art der Ablösung war teilweise unterschiedlich. Während 
sich beispielweise bei mit CHAPS oder Triton X-100 behandelten Spermien die Membranen 
in einer scharfen Linie ablösten, erzeugte dieser Prozess bei mit Tween 20 behandelten 
Spermien eher ein diffuses Bild der sich ablösenden Membran, wobei teilweise punktförmige 
Strukturen beobachtet werden konnten. Zu bemerken ist vor allem noch, dass die Membranen 
nie vollständig abgelöst wurden, eine zusätzliche mechanische Behandlung für die 
Präparation der Membrandomänen erschien somit angebracht.  
Die elektronenmikroskopischen Untersuchungen zeigten ein ähnliches Bild. In den Kontrollen 
konnten Spermien mit intakten Membranen beobachtet werden, obwohl auch Zellen gefunden 
wurden, die zumindest teilweise abgelöste Membranen besaßen, was vermutlich auf die 
Wasch- und Dehydrationsbehandlungen während der Präparation für die 
Elektronenmikroskopie zurückzuführen war. Die anscheinend fast protektive Wirkung des 
Pluronic F-127 ließ sich in der Elektronenmikroskopie bestätigen. Bei den anderen 
Detergenzien konnten sich ablösende Membranen sowohl in den Kopf- als auch den 
Schwanzregionen beobachtet werden. Obwohl keine quantitative Auswertung durchgeführt 
wurde, nahmen auch bei der elektronenmikroskopischen Untersuchung die Schäden mit 
sinkenden HLB-Werten der Detergenzien zu. Die stärksten Schäden rief Brij 96V hervor, bei 
dem bereits Veränderungen an der Kernmembran beobachtet werden konnten. Die sich 
ablösenden Membranen erschienen in der Elektronenmikroskopie als löchrige, raue, sich 
auflösende Strukturen. Eine Besonderheit stellte das Tween 20 dar, bei dem sich vesikelartige 
Strukturen mit einem Durchmesser von 50-200 nm gebildet hatten. Vor allem für die 
postakrosomalen Bereiche konnten bei allen Detergenzien auch Spermien mit intakten 
Membranbereichen gefunden werden. Alle Detergenzien zeigten somit unterschiedliche 
Wirkungen auf die Spermienmembranen, was zusätzlich noch durch die individuellen 
Spermien und vor allem auch die beobachtete Spermienregion beeinflusst war [41, 43]. 
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Schließlich wurde der Einfluss der Detergenzien auf die nachfolgenden Analysemethoden 
untersucht. Die quantitativen Bestimmungen des Cholesterol-, Phospholipid- und 
Proteingehalts werden nicht durch die Anwesenheit der Detergenzien beeinflusst. Allerdings 
stellte sich heraus, dass die geplanten MALDI-TOF MS (Matrix-assisted laser-desorption and 
ionization time-of-flight mass spectrometry) Untersuchungen stark von den Detergenzien 
gestört werden, da die Detergenzien überwiegend molekulare Massen besitzen, die genau im 
Bereich der zu untersuchenden Lipide liegen. In der Kontrolle ohne Detergenz (Abbildung 7, 
(a)) können deutlich die typischen Lipide von Eberspermien detektiert werden: Cholesterol 
(m/z = 369,3), die H+- und Na+-Addukte des GPC 16:0 alkenyl/22:6 acyl (m/z = 790,6 und 
812,6) sowie des GPC 16:0 alkyl/22:6 acyl (m/z = 792,6 und 814,6) und des 
GPC 16:0 alkyl/22:5 acyl (m/z = 794,6 und 816,6). Bei der Störung durch die Detergenzien 
kommt hinzu, dass es sich bei den meisten Detergenzien um ein Gemisch aus Molekülen mit 
unterschiedlichen Kettenlängen und somit auch Molmassen handelt, und daher das Spektrum 
von einer Reihe von Störsignalen überlagert wird, was beispielsweise beim Triton X-100, 
Tween 20 und Brij 96V beobachtet werden kann (Abbildung 7, (d)-(f)). Neben diesen 
Störsignalen tritt außerdem bei einigen Detergenzien der Effekt auf, dass die Signale einiger 
Lipide mehr oder minder stark unterdrückt werden. So ließ sich beim Triton X-100 kein 
Cholesterolpeak mehr beobachten (Abbildung 7, (d)). Beim Natriumcholat war ebenfalls kein 
Cholesterolpeak sichtbar und die Peaks der H+-Addukte schienen unterdrückt (Abbildung 7, 
(b)). Beim CHAPS konnten keinerlei Lipidpeaks beobachtet werden (Abbildung 7, (c)). 
Somit scheinen vor allem die geladenen Detergenzien CHAPS und Natriumcholat die 
stärksten Effekte bei der Unterdrückung der Lipidpeaks zu zeigen (nach Jakop et al. [43]). 
Eine Alternative zu den massenspektrometrischen Untersuchungen stellt die 31P-NMR 
(Kernspinresonanzspektroskopie) dar. Mit dieser Methode können die elektronische 
Umgebung von Atomen und ihre Wechselwirkungen mit den Nachbaratomen untersucht 
werden. Es lassen sich dabei alle Kerne außer g/g-Kernen beobachten, da die Methode auf 
dem magnetischen Moment der Atomkerne basiert. In der Lipidanalytik findet dabei 31P 
Verwendung, sodass man anhand der Spektren die einzelnen Lipide eines 
Phospholipidgemisches qualitativ und quantitativ unterscheiden kann. Werden allerdings so 
komplexe Proben wie eine Zellmembran untersucht, kann nur eine Differenzierung der 
einzelnen Lipidklassen (nach den Kopfgruppen) stattfinden. Eine genaue Analyse der 
einzelnen Lipide mit ihren spezifischen, gebundenen Fettsäureresten ist, vor allem auch 
aufgrund der häufig geringen Probenmengen, nicht möglich. Dafür erlaubt diese Methode 
aber nach Zusatz eines internen Standards eine quantitative Auswertung der 
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Probenzusammensetzung, während bei der MALDI-TOF MS keine direkte quantitative 
Auswertung möglich ist. Lediglich das Verhältnis einzelner Peakintensitäten ermöglicht eine 
quantitative Aussage über die Probenzusammensetzung innerhalb einzelner Spektren. Somit 
werden die Absolutmengen am besten über die NMR, die relativen Anteile der einzelnen 
Fettsäurereste aber am besten über die MS bestimmt. 
Abbildung 7: Positiv-Ionen MALDI-TOF MS (DHB) eines Lipidextrakts aus Eberspermien ohne (a) und 
mit folgenden zugesetzten Detergenzien: Natriumcholat (b), CHAPS (c), Triton X-100 (d), Brij 96V (e), 
Tween 20 (f), Pluronic F-127 (g) (aus Jakop et al. [43]). Man sieht die störenden Peaks einiger 
Detergenzien ebenso wie die Peakunterdrückung der Lipidpeaks in einigen mit Detergenz versetzten 
Proben 
2.7 Ziele dieser Studie 
Detergenzresistente Membrandomänen (DRMs) spiegeln Membraneigenschaften wider. Auch 
wenn es sich hierbei um eine artifizielle Selektion von Lipiden und Proteinen handelt, sind 
Zusammenhänge zu in vivo existenten Strukturen bei Spermien belegt. Daher sollte die 
Analyse der DRMs aus Spermien verschiedener Reifestadien (Nebenhodenabschnitte, 
Ejakulatspermien) und des Seminalplasmas die Frage klären, ob es Veränderungen der 
Membrandomänen während der Reifung der Spermien gibt. Der Fokus der Studie lag dabei 
auf der Analyse der Lipide. 
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In einer weiteren Untersuchung wurden die Ejakulate von 64 Ebern einer Eberstation auf ihre 
Kälteempfindlichkeit getestet. Anhand von ausgewählten Tieren sollte anschließend geklärt 
werden, ob sich eine Ursache einer möglichen Kältetoleranz in den Membrandomänen der 
Eberspermien finden lässt. Denn sollten DRMs oder DRM-Bestandteile eine funktionale 
Bedeutung haben, werden in ihrer Zusammensetzung Veränderungen erwartet. 
Dazu musste die Methode der Isolierung von DRMs für Säugerspermien am Beispiel von 
Eberspermien etabliert werden. Unter anderem wurde überprüft, welche unterschiedlichen 
Ergebnisse verschiedene Detergenzien lieferten. Auch die sich anschließenden 
Analytikmethoden (Lipidextraktion, Cholesterolbestimmung, Phospholipidbestimmung, 31P-
NMR, Dünnschichtchromatographie, MALDI-TOF MS, Proteinbestimmung, SDS-PAGE, 
Proteinidentifizierung mittels Massenspektrometrie nach Trypsinverdau) wurden für die 
Untersuchung von DRMs aus Eberspermien angepasst. 
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3. Material und Methoden 
3.1 Material 
3.1.1 Verwendete Chemikalien 
Chemikalie Produktnr
. 
Firma 
Aceton (C3H6O) 9372.1 Carl Roth GmbH & Co. KG 
9-Aminoacridin AC13441 Acros Organics (Fisher Scientific 
GmbH) 
Acetonitril (C2H3N) 14261 Fluka Feinchemikalien GmbH 
Acrylamid : Bisacrylamid-Gellösung 
(37,5 : 1) 
10681 Serva Electrophoresis GmbH 
Aluminiumsulfat-16-Hydrat 
(Al2(SO4)3 x 16 H2O) 
36,845-8 Sigma-Aldrich Chemie GmbH 
Ammoniummolybdat 
((NH4)6Mo7O24 x 4 H2O) 
13370 Serva Electrophoresis GmbH 
Amplex-Cholesterol-Bestimmungs-Kit A12216 Invitrogen Life Technologies GmbH 
Ammoniumpersulfat (APS) A-3678 Sigma-Aldrich Chemie GmbH 
Ascorbinsäure (C6H8O6) A5960 Sigma-Aldrich Chemie GmbH 
Bicinchoninsäure (BCA-Na2) D8284 Sigma-Aldrich Chemie GmbH 
Bromphenolblau 15375.01 Serva Electrophoresis GmbH 
BTS-Ebersamenverdünner mit Antibiotikum 13525 Minitüb GmbH 
Chloroform (CHCl3) 3313.2 Carl Roth GmbH & Co. KG 
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Cholesterolkit E013905 r-Biopharm AG 
Coomassie Blue (CBB G-250) 27815 Sigma-Aldrich Chemie GmbH 
2,5-Dihydroxybenzoesäure (DHB) 39319 Fluka Feinchemikalien GmbH 
Dimethylsulfoxid (DMSO) 154938 Sigma-Aldrich Chemie GmbH 
Dinatriumhydrogenphosphat 
(Na2PO4 x 2 H2O) 
1.06580 Merck KGaA 
Dithiothreitol (DTT) 6908.3 Carl Roth GmbH & Co. KG 
Dulbecco’s Phosphate Buffered Saline 
(PBS) 
D8537 Sigma-Aldrich Chemie GmbH 
EDTA 11280 Serva Electrophoresis GmbH 
Essigsäure (Eisessig, C2H3OOH) 3738.4 Carl Roth GmbH & Co. KG 
Ethanol (C2H5OH) 5054.3 Carl Roth GmbH & Co. KG 
Formaldehydlösung (37%) F-1268 Sigma-Aldrich Chemie GmbH 
Glutaraldehyd, 25% R1020 Agar Scientific, Essex, England 
Glycerol (C3H8O3) G-5150 Sigma-Aldrich Chemie GmbH 
Glyzin (C2H5NO2) 3790.2 Carl Roth GmbH & Co. KG 
Hepes (C8H18N2O4S) 25245 Serva Electrophoresis GmbH 
Isopropanol (C3H8O) 8175 J. T. Baker, Mallinckrodt Baker 
Kupfer-(II)-sulfat (CuSO4 x 5 H2O) 8175.1 Carl Roth GmbH & Co. KG 
Methanol (CH3OH) 8402 J. T. Baker, Mallinckrodt Baker 
Natriumchlorid (NaCl) 3957.1 Carl Roth GmbH & Co. KG 
Natriumcarbonat (Na2CO3 x 10 H2O) 106384 Merck KGaA 
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Natriumhydrogencarbonat (NaHCO3) 6329 Merck KGaA 
Natriumdihydrogenphosphat (NaH2PO4) S-5011 Sigma-Aldrich Chemie GmbH 
Natriumdodecylsulfat (SDS) 2326.2 Carl Roth GmbH & Co. KG 
Natriumhydroxid (NaOH) 6771.1 Carl Roth GmbH & Co. KG 
Natriumtartrat-Dihydrat 
(C4H4Na2O6 x 2 H2O) 
1.06663 Merck KGaA 
ortho-Phosphorsäure (H3PO4) 1.00573 Merck KGaA 
Perchlorsäure (60%) 1.00518 Merck KGaA 
Prestained Protein Ladder SM0671 Fermentas GmbH 
Primulin 206865 Sigma-Aldrich Chemie GmbH 
Saccharose (C12H22O11) 35580 Serva Electrophoresis GmbH 
Konzentrierte Schwefelsäure (H2SO4) 4623.1 Carl Roth GmbH & Co. KG 
Suidil-Ebersamenverdünner mit 
Antibiotikum 
EX75DS Ibersan, SA, Portugal 
Triethylamin (TEA) 90335 Sigma-Aldrich Chemie GmbH 
TEMED 2367.3 Carl Roth GmbH & Co. KG 
Tris Base T-1503 Sigma-Aldrich Chemie GmbH 
Tris-HCl 9090.3 Carl Roth GmbH & Co. KG 
Triton X-100 93426 Sigma-Aldrich Chemie GmbH 
3.2  Präparation von Ejakulatspermien und Qualitätsbeurteilung 
Die Ejakulatspermien wurden von Ebern aus einer Besamungseberstation (Hermitage 
Deutschland GmbH Besamungseberstation, Golzow) und von Versuchstieren des Instituts für 
 42 
Fortpflanzung landwirtschaftlicher Nutztiere (IFN) Schönow e. V. bezogen. Für die 
Verdünnung des Eberspermas wurde der BTS-Ebersamenverdünner (Tabelle 2) oder der 
Suidil-Ebersamenverdünner für die Flüssigkonservierung bei 16°C - 18°C verwendet. Von 
den verwendeten Eberspermien wurde stets eine Motilitätsanalyse mittels des CASA Systems 
„SpermVision“ (Minitüb, siehe 3.2.1) durchgeführt und die Zellzahl bestimmt. Nach 
Fixierung der Spermien 1+1 (v+v) mit 1%iger Formaldehyd-Lösung (0,1 ml 37%iges 
Formaldehyd mit 3,6 ml PBS) wurde jeweils die Qualität der Kopfkappen mikroskopisch 
(1000 fache Vergrößerung, Phasenkontrast, mit Immersionsöl) untersucht. Es wurde zwischen 
intakten Kopfkappen, Kopfkappen mit Membranen in Ablösung und Spermien mit abgelösten 
Kopfkappen unterschieden (siehe Abbildung 8). Dabei wurden jeweils 100 Spermien 
ausgezählt. 
Tabelle 2: Zusammensetzung des BTS-Ebersamenverdünners 
Beltsville-Thawing-Lösung (BTS)  [mM] 
NaHCO3  15 
Na-Citrat  23 
KCl  10 
Glukose  205 
EDTA  3,7 
Gentamicin (260 μg/ml; MW: 478 g/mol)  0,544 
pH-Wert ≈ 7,4  
Osmolarität: 300mOsmol  
Vor der weiteren Behandlung wurden die Spermien (flüssigkonservierte Eberspermien, 24 
Stunden gelagert) zweimalig durch Zentrifugation (700 x g, 5 Minuten, Raumtemperatur, 
Beschleunigung/Bremse auf 50% reduziert) und anschließende Resuspension in Hepes-Puffer 
(HBS: 150 mM NaCl, 5 mM Hepes, pH 7,4) gewaschen und auf eine Zellzahl von etwa 109 
Spermien pro Milliliter eingestellt. Eine Kontrollprobe (= „nativ“, 100 µl 
Spermiensuspension) wurde bei -80°C eingefroren. 
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Abbildung 8: Lichtmikroskopische Bilder von Eberspermien - a) Spermien mit intakten Kopfkappen (N), 
b) Spermien mit sich ablösenden Membranen (KK/m), c) Spermium mit vollständig abgelöster Membran 
(KK/om) (aus [41]) 
3.2.1 Analyse der Morphologie 
Die Spermien wurden durch 1+1 Mischen mit 1% Formaldehyd-Lösung fixiert. Anschließend 
wurden die Spermien mikroskopisch (1000fache Vergrößerung, Phasenkontrast, mit 
Immersionsöl) untersucht. Es wurden stets 200 Spermien ausgezählt. Folgende Kriterien 
wurden dabei unterschieden:  
N: Spermium mit normaler Morphologie 
K: morphologische Veränderung des Spermienkopfes (Größe) 
KK: Kopfkappenveränderungen 
M: Veränderungen des Mittelstücks 
PP:  proximaler Plasmatropfen 
DP:  distaler Plasmatropfen 
PS: Schleifenbildung des Schwanzes durch Plasmatropfen 
S: Veränderungen des Spermienschwanzes 
MB: Mehrlingsbildung 
3.2.2 Motilitätsanalyse 
Die Motilitätsanalyse der Spermien wurde mit dem CASA System „SpermVision“ (Minitüb 
GmbH, Tiefenbach, Deutschland) durchgeführt. Die Spermien wurden 10 Minuten bei 38°C 
inkubiert. Anschließend wurden 2,6 µl in eine Leya-Zählkammer ("Standard Count", 20 µm, 
Minitüb GmbH, Tiefenbach, Deutschland) gefüllt und sofort für die Analyse eingesetzt. Dabei 
wurde das voreingestellte Programm für die Analyse von Eberspermien eingesetzt. Für die 
a b c 
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Auswertung wurden die Motilität, d. h. der prozentuale Anteil beweglicher Spermien, sowie 
die progressive Motilität, d. h. der prozentuale Anteil vorwärtsbeweglicher Spermien, 
einbezogen. 
3.3 Screening auf Kälteresistenz in Eberspermien 
Die Arbeiten zum Screening der Eberejakulate wurden in Kooperation mit dem Institut für 
Fortpflanzung landwirtschaftlicher Nutztiere (IFN) Schönow e. V. durchgeführt. Die 
flüssigkonservierten Spermien wurden nach dem Transport von der Eberstation bei 16°C und 
Parallelproben des gleichen Ejakulats bei 4°C (Kühlschrank) gelagert. Nach 24, 48 und 72 
Stunden wurde jeweils ca. 1 ml der Proben für 10 Minuten bei 38°C in offenen Eppendorf-
Reaktionsgefäßen erwärmt und anschließend die Motilität bestimmt (siehe 3.2.2). Nach 48 
Stunden erfolgte mit dem Durchflusscytometer die Analyse des Membranstatus (siehe 3.3.1). 
Ebenfalls nach 48 Stunden wurde außerdem ein Thermoresistenztest durchgeführt. Dafür 
wurde ca. 1 ml Spermiensuspension für 300 Minuten bei 38°C in offenen Eppendorf-
Reaktionsgefäßen inkubiert und anschließend die Motilität bestimmt. Nach 72 Stunden 
wurden Proben fixiert und anschließend die Morphologie der Kopfkappen ausgezählt (siehe 
3.2). Außerdem wurden die Proben mikrobiologisch analysiert (siehe 3.3.2). 
Insgesamt wurden die Ejakulate von 64 verschiedenen Ebern untersucht. Bei den acht Ebern, 
die später für die Lipid- und Proteinanalytik selektiert wurden, wurden mindestens jeweils 
sieben verschiedene Ejakulate zum Screening analysiert. 
3.3.1 Analyse des Membranstatus der Spermien 
Die Analyse des Membranstatus der Spermien wurde von Frau Anita Retzlaff (IFN-Schönow 
e. V.) durchgeführt. 500 µl formolfixierte Spermien (375 µl flüssigkonserviertes Sperma + 
125 µl 0,5%iges Formol-pNaCl, siehe Tabelle 3) wurden mit den folgenden Fluorochromen 
markiert: Propidiumjodid (PI, Invitrogen), Fluorescein-Isothiocyanat-gekoppeltes Erdnuss 
Agglutinin (FITC-PNA, Sigma-Aldrich Chemie GmbH) und Fluorescein-Isothiocyanat-
gekoppeltes Pisum sativum Agglutinin (FITC-PSA, Sigma-Aldrich Chemie GmbH). Die 
eingesetzten Konzentrationen, Volumina und Einwirkzeiten sind in Tabelle 4 zu finden. Für 
die Messung wurden 10 µl gefärbte Spermien in 2 ml auf 38°C temperierter pNaCl-Lösung 
(Tabelle 3) resuspendiert. Die Färbung der Spermien wurde mit einem Durchflusscytometer 
(Particle Analysing System, Fa. Partec, Münster) gemessen. Das Durchflusscytometer war mit 
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einem Argon-Ionen-Laser (200 mW, 488 nm) ausgestattet. Die Messung erfolgte mit den 
Filtern FL-1 (TK500/TK560: BP 500-560 nm, EM 520 DF50) und FL-3 (TK560/TK610: 
LP>610 nm, RG 630). Nur Spermien, die für alle Fluorochrome negativ waren, wurden als 
membranintakt gewertet. Die Auswertung erfolgte mit der Flomax Software Version 2.0. Eine 
sehr detailierte Beschreibung dieser Methode lässt sich in der Doktorarbeit von Dr. Martin 
Schulze [100] finden. 
Tabelle 3: Zusammensetzung verwendeter Lösungen bei der Bestimmung des Membranstatus der 
Spermien 
pNaCl-Lösung (pH 7,0)   0,5%iges Formol-pNaCl 
0,5 M Na2HPO4 16,1 ml  0,5 ml 37% Formaldehyd in 100 ml pNaCl-Lösung 
0,5 M NaH2PO4 8,9 ml   
ad 100 ml mit H2O    
+ 200 ml 0,9% NaCl-Lösung   
Tabelle 4: Konzentrationen, Zugabevolumina und Einwirkzeiten der eingesetzten Fluorochrome bei der 
Bestimmung des Membranstatus der Spermien 
Fluorochrom Konzentration [mg/ml] Zugabe [µl] Einwirkzeit [Minuten] 
PI 0,1 12,5 10 
FITC-PNA 0,5 2,5 10 
FITC-PSA 1 5 5 
3.3.2 Mikrobiologische Untersuchung der Ejakulate 
Die mikrobiologische Analyse der Ejakulate wurde von Frau Anita Retzlaff (IFN-Schönow e. 
V.) durchgeführt. Nach 48 Stunden wurde mit 100 µl der flüssigkonservierten Spermien eine 
Nähragarplatte beimpft. Die Platten wurden bei 37°C inkubiert und nach 4 und 48 Stunden 
die Anzahl Kolonie-bildender Einheiten (KBE) ausgezählt und anschließend gemittelt. 
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3.4 Präparation von Nebenhodenspermien 
Die Nebenhodenspermien wurden aus Schlachthofmaterial von den Schlachthöfen in 
Neuruppin, Teterow, Kasel-Golzig und Weißenfels gewonnen. Dabei wurden die Hoden der 
Tiere noch im Schlachthof abgetrennt und gekühlt ins Institut transportiert. Noch am 
Schlachttag oder am Folgetag wurden aus dem Material die Nebenhoden präpariert und von 
anhängendem Fettgewebe und Blutgefäßen befreit. Es wurden jeweils ein bis vier Paar Hoden 
präpariert und die gewonnen Spermien gepoolt. Insgesamt wurden für die Untersuchungen 
der Caudaspermien ein Pool aus Spermien von sieben Ebern, bei den Caput- und 
Corpusspermien jeweils ein Pool aus Spermien von drei Ebern untersucht. Anschließend 
wurden die Abschnitte des Caput, des Corpus und der Cauda des Nebenhodens voneinander 
getrennt und in Petrischalen mit HBS in kleine Stückchen zerteilt, um die Spermien zu 
gewinnen. Mittels Kleenex-Tüchern in einem Glastrichter wurden restliche Gewebestücke 
von den Spermien abgetrennt. Die Motilität der Spermien wurde bestimmt. Durch 
Zentrifugation (700 x g, 5 Minuten, Raumtemperatur, Beschleunigung/Bremse auf 50% 
reduziert) und Resuspension in HBS wurden die Spermien gewaschen. Eine Kontrollprobe (= 
„nativ“, 100 µl Spermiensuspension) wurde weggefroren. Mit der restlichen Probe wurden die 
Zellzahl bestimmt, die Morphologie ausgezählt und die Präparation detergenzresistenter 
Membrandomänen (siehe 3.8) durchgeführt. 
3.5 Gewinnung und Aufarbeitung von Seminalplasma 
Für die Gewinnung von Seminalplasma wurde das frische Ejakulat bei 1000 x g für 10 
Minuten zentrifugiert (= SP I) und der Seminalplasmaüberstand bei 4°C gelagert. Am 
Folgetag erfolgte eine zweite Zentrifugation (2260 x g, 20 Minuten, 4°C), um restliche 
Spermien zu entfernen (= SPII). 
Zur Gewinnung von Seminalplasmavesikeln wurde eine Ultrazentrifugation (Ultrazentrifuge 
Beckmann Optima XL-70, Rotor SW 28, 120.000 x g, zwei Stunden, 4°C) in Ultra ClearTM 
Ultrazentrifugenröhrchen (Beckmann Coulter, Germany) durchgeführt. Ein Teil des dabei 
entstehenden Pellets wurde für eine elektronenmikroskopische Untersuchung verwendet und 
in 400 µl 3% Glutaraldehyd gegeben, der Rest wurde für die Präparation detergenzresistenter 
Membrandomänen eingesetzt und mit HBS auf 3 ml Volumen aufgefüllt. Nach Zugabe von 
3 ml 2%igem Triton X-100 wurde das Pellet zehnmal mit dem Potter zerkleinert, 30 Minuten 
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auf Eis inkubiert und noch einmal zehn Stöße mit dem Potter durchgeführt. Die weitere 
Aufarbeitung und die Ultrazentrifugation erfolgten wie bei den Spermien (siehe 3.8) 
beschrieben. 
3.6 Inkubation von Nebenhodenspermien mit Seminalplasma 
Die frisch präparierten Nebenhodenspermien (siehe 3.4) aus den Caudae von vier Ebern 
wurden auf fünf Aliquots aufgeteilt (Spermienpool mit 44 Milliarden Spermien absolut in 120 
ml). Nach der Zentrifugation (700 x g, 5 Minuten, Raumtemperatur, Beschleunigung/Bremse 
auf 50% reduziert) wurde der Überstand (HBS) komplett entfernt und die Spermien in 
Seminalplasma resuspendiert (Volumina und Konzentrationen siehe Tabelle 5). Es folgte eine 
Inkubation von 30 Minuten bei 37°C mit einer anschließenden Motilitätsbestimmung (siehe 
3.2.2). Anschließend wurden jeweils 1 Milliarde Spermien aus den Proben entnommen und 
mit 60 ml BTS-Verdünner mit Gentamycin resuspendiert. Diese flüssigkonservierten 
Spermien wurden auf zwei Spermaflaschen aufgeteilt und eine Flasche bei 16°C, die andere 
bei 4°C gelagert. Aus den verbleibenden Spermien ohne Verdünner wurden 
detergenzresistente Membrandomänen (siehe 3.8) präpariert. Parallel wurde eine 
Kontrollprobe ohne Inkubation in Seminalplasma aufgearbeitet. 
Tabelle 5: Seminalplasmamengen und Spermienkonzentrationen im Seminalplasma: Es wurden jeweils 
8,8 Milliarden Spermien absolut im angegebenen Seminalplasmavolumen (Spalte zwei) resuspendiert. 
Spalte drei gibt die Konzentration der Spermien im Versuch an. In Spalte vier ist die originale 
Spermienkonzentration im Ejakulat des jeweiligen Seminalplasmas angegeben, aus dem das 
Seminalplasma gewonnen wurde. 
Seminalplasma 
von Eber 
Volumen 
Seminalplasma 
[ml] 
Konzentration der 
Nebenhodenspermien 
[x109 Spermien/ml] 
Originale 
Spermienkonzentration des 
Seminalplasmas im Ejakulat 
[x109 Spermien/ml] 
Max 27 16* 0,550 0,339 
Max 46 27 0,326 0,318 
Max 61 50 0,176 0,465 
Max 163 50 0,176 0,145 
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* aus Mangel an Seminalplasma (Eber zum Versuchszeitpunkt bereits verstorben) war kein 
größeres Volumen möglich 
3.7 Präparation detergenzresistenter Membrandomänen mit verschiedenen 
Detergenzien 
Es wurden neun verschiedene Detergenzien (Tabelle 6 und Tabelle 7) und eine Präparation 
ohne Detergenz zuvor für die Präparation von DRMs aus Eberspermien getestet. 
Tabelle 6: Strukturformeln der verwendeten Detergenzien; weitere chemische Eigenschaften lassen sich in 
Tabelle 7 sowie der Diplomarbeit Jakop, 2007 [40] finden. 
Brij 58 P 
Polyethylenglycolhexadecylether, 
Polyoxyethylen-20-cetylether  
Brij 96 V 
Decaethylenglycololeylether 
 
Brij 98 
Polyoxyethylen-20-oleylether  
CHAPS 
3-[(3-Cholamidopropyl)dimethyl-
ammonio]-1-propansulfonat 
 
Thesit  
Polyethylenglycoldodecylether 
 
Natriumcholat Hydrat 
Cholsäure Natriumsalz 
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Pluronic F-127 
Polyethylenpolypropylenglycol 
 
Triton X-100 
4-(1,1,3,3-Tetramethylbutyl)phenyl-
polyethylenglycol  
Tween 20 
Polyoxyethylen-20-sorbitanmonolaurat 
 
Tabelle 7: Konzentrationen, Bestellnummern, Kopfgruppenladung, HLB-Werte und Molmassen der 
verwendete Detergenzien 
Detergenz Bestellnummer bei 
Sigma Aldrich Chemie 
GmbH 
Endkonzentration 
in den Proben 
(w/w) 
Kopfgruppen-
ladung 
HLB-Wert (Durchschnittliche) 
Molmasse [g/mol] 
Brij 58P 16004 1 % nichtionisch 15,7 1122 
Brij 96V 16011 1 % nichtionisch 12,4 709 
Brij 98 P5641 1 % nichtionisch 15,3 1150 
CHAPS 26680 4 % zwitterionisch  615 
Thesit 88315 0,5 % nichtionisch 13,3 583 
Natriumcholat 27029 1 % anionisch 18 431 
Pluronic F-127 P2443 2 %*) nichtionisch 18 bis 23 12600 
Triton X-100 93426 1 % nichtionisch 13,5 625 
Tween 20 93773 1 % nichtionisch 16,7 1228 
*) Pluronic F-127 wurde zuerst in Dimethylsulfoxid (200 mg/ml) gelöst und dann 1:5 mit HBS verdünnt. 
Bei den Detergenzien wurden zwei geladene und sieben nichtionische Detergenzien mit 
unterschiedlichen HLB-Werten eingesetzt. Diese sogenannte hydrophile-lipophile 
Balancezahl (HLB-Wert) beschreibt die Hydrophilität des jeweiligen Detergenz. Je größer 
dieser Wert ist, desto hydrophiler ist das entsprechende Detergenz. Die angegebenen 
Molmassen sind für einige Detergenzien nur Durchschnittswerte, da es sich häufig um ein 
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Molekülgemisch mit unterschiedlich langen Seitenketten handelt. Dies wird auch aus den 
Strukturformeln (Tabelle 6) und aus den Massenspektren in der Einleitung (Abbildung 7) 
ersichtlich. 
Um die morphologische Wirkung der Detergenzien auf die Spermienmembranen zu 
untersuchen, wurden gewaschene Spermien 1+1 (v+v, Spermienendkonzentration 0,5 bis 
1 · 109 Spermien pro Milliliter) mit den in Tabelle 7 aufgeführten Detergenzien gemischt, 
30 Minuten bei 4°C und 38°C inkubiert und anschließend mit dem Lichtmikroskop die 
Morphologie der Kopfkappen (siehe 3.2) untersucht. 
Für die Präparation der DRMs wurden die gewaschenen Ejakulatspermien 1+1 (v+v, 
Spermienendkonzentration 0,5 bis 1 · 109 Spermien pro Milliliter) mit den in Tabelle 7 
aufgeführten Detergenzien gemischt, 30 Minuten auf Eis inkubiert und mit zehn Hüben eines 
Potters (15 ml Wheaton Dounce Tissue Grinder, Fisher Scientific GmbH) mechanisch 
aufgeschlossen. Nach einer Zentrifugation (1300 x g, 5 Minuten, 4°C) wurden 200 µl des 
Überstands bei -20°C als Kontrolle eingefroren. Der Rest wurde ebenfalls bei -20°C bis zur 
Ultrazentrifugation gelagert. Nach dem Auftauen wurden die Proben 1+1 (v+v) mit 80%iger 
Saccharoselösung in HBS gemischt und davon 5 ml unter einen kontinuierlichen 
Saccharosedichtegradienten (40% - 20% Saccharose in HBS, ca. 10 ml) in Ultra ClearTM 
Ultrazentrifugenröhrchen (Beckmann Coulter) geschichtet. Über Nacht erfolgte eine 
Ultrazentrifugation (Ultrazentrifuge Beckmann Optima XL-70, Rotor SW 40 Ti, 100.000 x g, 
18 Stunden, 4°C). Die erhaltenen Gradienten wurden fotografiert und eventuell entstandene 
Bandenmuster gezeichnet. Die sichtbaren Banden wurden gezielt mit einer Spritze mit Kanüle 
abgenommen und bis zur weiteren Analyse bei -20°C gelagert. Die Bandenbezeichnung 
erfolgte dabei aufsteigend von oben nach unten (siehe Abbildung 9). 
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 Abbildung 9: Versuchsschema zur Isolierung der detergenzresistenten Membrandomänen (DRMs) aus 
Eberspermien 
3.8 Präparation von detergenzresistenten Membrandomänen mit Triton X-100 aus 
Ejakulat- und Nebenhodenspermien 
Die frisch gewaschene Spermiensuspension (ca. 109 Spermien pro Milliliter in HBS) wurde 
mit dem gleichen Volumen an 2% Triton X-100 in HBS (4°C) versetzt und für 30 Minuten auf 
Eis inkubiert. Anschließend wurde mit einem Potter durch zehn Hübe eine mechanische 
Abstreifung der angelösten Membranen durchgeführt. Durch eine Zentrifugation (1300 x g, 
5 Minuten, 4°C) wurden die Zellkerne und restliche Zelltrümmer entfernt. Der Überstand mit 
den abgelösten Membranen wurde bis zur weiteren Verarbeitung eingefroren, wobei als 
Zwischenkontrolle 200 µl Überstand weggefroren wurden („Ü“). Nach dem Auftauen wurde 
er mit 80%iger Saccharoselösung in HBS 1+1 (v+v) gemischt und 5 ml unter einen 
kontinuierlichen Saccharosedichtegradienten (40 - 20% Saccharose in HBS, ca. 10 ml) in 
Ultra ClearTM Ultrazentrifugenröhrchen (Beckmann Coulter, Germany) geschichtet. Über 
Nacht erfolgte eine Ultrazentrifugation (Ultrazentrifuge Beckmann Optima XL-70, Rotor 
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SW 40 Ti, 100.000 x g, 18 Stunden, 4°C). Die erhaltenen Gradienten wurden fotografiert und 
entstandene Bandenmuster gezeichnet. In etwa 1 - 1,5 ml Fraktionen wurden die Gradienten 
von oben nach unten abgenommen, sodass möglichst jede komplette Bande in einer Fraktion 
vorlag. Die sichtbaren Banden wurden sofort für die weiteren Analysen (Lipidextraktion, 
Cholesterolbestimmung, Proteinbestimmung, SDS-PAGE) aliquotiert und das Volumen 
dokumentiert. Alle Proben wurden bis zu den weiteren Analysen bei -80°C gelagert. 
3.9 Lipidextraktion 
Die Lipidextraktion erfolgte nach dem Protokoll von Bligh und Dyer [6]. Alle Arbeiten mit 
Lösungsmitteln (insbesondere chlorierten Kohlenwasserstoffen) wurden in Glasgefäßen 
durchgeführt. Eine Ausnahme bildeten die Pipettenspitzen beim abschließenden Aliquotieren. 
Es wurden 400 µl Spermiensuspension mit 1,5 ml Methanol/Chloroform (1+2, v+v) gemischt 
und eine Minute mit dem Vortex gemischt. Nach 30 Minuten Inkubation bei Raumtemperatur 
wurden 0,5 ml Chloroform zugegeben und erneut 30 Sekunden mit dem Vortex gemischt. 
Nach Zugabe von 0,5 ml 40 mM Essigsäure und weiteren 30 Sekunden Mischen mit dem 
Vortex wurde 20 Minuten bei 1000 x g und 4°C zentrifugiert. Die untere Phase (Chloroform-
Phase) wurde mit einer Pasteurpipette in ein graduiertes Schliffröhrchen überführt. Zur 
restlichen Probe (wässrige Phase mit ausgefallenen Proteinen) wurde erneut 1 ml Chloroform 
gegeben und eine Minute mit dem Vortex gemischt. Nach einer 10-minütigen Zentrifugation 
bei 1000 x g und 4°C wurde erneut die untere Phase abgenommen und mit der ersten 
Chloroform-Phase vereinigt. Es wurde das Volumen in den graduierten Röhrchen bestimmt. 
Die Probe wurde für die weiteren Untersuchungen (Cholesterolbestimmung, 
Phosphatbestimmung, NMR, MALDI-TOF MS) zu gleichen Teilen aliquotiert und die 
Volumina dokumentiert. Das Chloroform wurde bei 40°C unter Stickstoff abgedampft und die 
Proben bei -20°C eingefroren. 
3.10 Biochemische Lipidbestimmungen 
3.10.1 Phosphatbestimmung zur Bestimmung des Phospholipidgehalts 
Zu den vollständig abgedampften Proben und den Standardproben mit 50, 100, 150, 200 und 
250 µl 4 µM Phosphatstandard (entspricht 20, 40, 60, 80 und 100 nmol Phosphat; für 40 mM 
Stammlösung wurden 712 mg Na2PO4 x 2 H2O in 100 ml Reinstwasser gelöst) wurden 
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jeweils 400 µl Perchlorsäure gegeben. Die Proben wurden 30 – 120 Minuten bei 200°C bis 
zur vollständigen Entfärbung verascht. Nach dem Abkühlen wurden 4 ml Molybdatreagenz 
(2,2 g (NH4)6Mo7O24 x 4 H2O, 14,3 ml konzentrierte Schwefelsäure auf 1 l mit 
Reinstwasser) und 500 µl 10%ige Ascorbinsäure (frisch mit phosphatfreiem Wasser 
angesetzt) zugegeben und mit dem Vortex gemischt. Nach 10 Minuten bei 100°C wurde die 
Farbreaktion im Eiswasserbad gestoppt. Mit dem Photometer (UV-160A, Shimadzu 
Deutschland GmbH) wurde die Absorption bei 812 nm bestimmt und anhand der 
Standardkurve die Konzentration in den Proben berechnet. 
3.10.2 Cholesterolbestimmung (r-Biopharm Kit) 
Die Bestimmung der Cholesterolmenge aus den Kontrollproben (Überstände und native 
Spermien) erfolgte mit dem Cholesterolkit von r-Biopharm entsprechend den Angaben des 
Herstellers. Die abgedampften Proben wurden in 160 µl Isopropanol gelöst und eine 
Standardreihe mit 0, 10, 20 und 40 µl des mitgelieferten Cholesterolstandards (entspricht 0; 
25,86; 51,72 und 103,44 nmol Cholesterol) erstellt, wobei bei den Standardproben das 
Volumen mit Isopropanol auf 160 µl aufgefüllt wurde. Von Lösung 4, die eine Stunde vor 
Versuchsbeginn aus den mitgelieferten Lösungen 1 und 2 erstellt wurde (je Probe 1,2 ml 
Lösung 1 und 0,8 ml Lösung 2), wurden 2 ml zu jeder Probe und zu den Standardproben 
gegeben. Mit dem Vortex wurde gemischt und 1 ml der Proben in ein zweites 
Schliffreagenzglas überführt (Probe B, verbleibende Probe = Probe A). Zu den Proben B 
wurden jeweils 8 µl der mitgelieferten Lösung 3 (Enzym) pipettiert und gemischt. Nach 60 
Minuten bei 37°C wurde in Acryl-Halbmikroküvetten die Absorption (Photometer UV-160A, 
Shimadzu Deutschland GmbH) der Probe B gegen die der Probe A bei 405 nm gemessen und 
anhand der Standardproben die Cholesterolkonzentration in den Proben berechnet. 
3.10.3 Cholesterolbestimmung (Amplex Kit) 
Die Bestimmung der sehr kleinen Cholesterolmengen in den Proben der isolierten DRM-
Banden aus den Dichtegradienten erfolgte mit dem Amplex-Cholesterol-Bestimmungs-Kit. 
Vor Verwendung wurde das mitgelieferte Amplex Red Reagent in Dimethylsulfoxid (DMSO) 
gelöst und der 5x Reaction Buffer mit Reinstwasser fünffach verdünnt. In diesem 1x Reaction 
Buffer wurden die Horseradish Peroxidase (HRP, 200 U/ml) und die Cholesterol Oxidase (aus 
Streptomyces, 200 U/ml) gelöst und der Cholesterol-Referenzstandard (Smax 
Endkonzentration: 0,01 μg/µl) verdünnt. Alle Lösungen wurden bei -20°C gelagert. Vor 
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Verwendung wurden die Lösungen auf Raumtemperatur erwärmt. Je Probe wurden 10 µl 
Probe und 40 µl 1x Reaction Buffer in ein schwarzes 96er Well vorgelegt und es wurde eine 
Standardreihe sowie der Reaktions-Mix pipettiert (siehe Tabelle 8 und Tabelle 9). 
Tabelle 8: Standardreihe für Cholesterolbestimmung mit dem Amplex-Kit 
 1x Reaction Buffer Volumen an Smax 
[0,01 μg/µl] 
Volumen an 40% 
Saccharose in HBS 
resultierende Cholesterolmenge 
[nmol] 
S0 40 µl 0 10 μl 0 
S1 32 μl 8 μl 10 μl 0,2069 
S2 24 μl 16 μl 10 μl 0,4138 
S3 16 μl 24 μl 10 μl 0,6206 
S4 8 µl 32 µl 10 μl 0,8275 
S5 0 40 μl 10 μl 1,0344 
Tabelle 9: Reaktions-Mix für Cholesterolbestimmung mit dem Amplex-Kit 
Für 100 Assays (mit Esterase): 
Amplex 75 µl 
HRP 50 µl 
Cholesterol Oxidase 50 µl 
Cholesterol Esterase 0 (oder 5 µl) 
Reaction Buffer 4,825 ml (4,820 ml) 
Zu jeder Probe wurden 50 µl des Reaktions-Mix gegeben und für 30 Minuten bei 37°C 
lichtgeschützt inkubiert. Im Plattenreader (Infinite M200, Tecan Deutschland GmbH) wurde 
bei 535 nm die Fluoreszenz angeregt und die Fluoreszenzemission bei 590 nm gemessen. 
Anhand der Standardkurve erfolgte die Berechnung der Cholesterolkonzentration in den 
Proben. Die untere Empfindlichkeitsgrenze dieses Kits wird mit 0,2 nmol angegeben. Unsere 
Werte in den Bandenproben lagen im Bereich von 0,5 bis 2 nmol. 
Beide Cholesterolkits (beschrieben unter 3.10.2 und 3.10.3) wurden zuvor getestet und 
lieferten in den gemessenen Proben vergleichbare Cholesterolmengen. 
3.11 Hochauflösende 31P-NMR-Spektroskopie 
Die Messungen wurden von Frau Dr. Beate Fuchs (Universität Leipzig, Institut für 
Medizinische Physik und Biophysik) durchgeführt. Die Lipidextrakte wurden in 50 mM Tris 
(pH 7,65) mit 200 mM Natriumcholat und 5 mM EDTA mit dem Vortex resuspendiert (nach 
 55 
[62, 88]). Jeweils 0,5 ml Probe wurde in ein 5 mm NMR-Röhrchen überführt und der 31P-
Kern mit einem Bruker DRX-600 Spektrometer bei 242,88 MHz gemessen. Alle Messungen 
erfolgten mit einem selektiven 31P-NMR-Probenkopf bei 37°C mit „composite pulse 
decoupling“ (Waltz-16), um die 31P-1H-Kopplung zu eliminieren. Es wurden Pulsintervalle 
(D1) in der Größenordnung von T1 verwendet, um eine quantitative Analyse der 
Phospholipide über die integralen Intensitäten zu ermöglichen [97]. Die weiteren NMR-
Parameter sind in Tabelle 10 zu finden. Als Referenzlipid für die Konzentration und Frequenz 
der Einzellipide wurde Phosphatidsäure (PA, 10 µg, entspricht 32,5 µmol/l) zu den Proben 
hinzugefügt. Die Spektren wurden mit der Software „1D WINNMR“ Version 6.2® (Bruker 
Analytische Messtechnik GmbH, Rheinstetten) ausgewertet, wobei die „Deconvolution (II) 
Routine“ für die Berechnung der Flächen unter den Peaks verwendet wurde. 
Tabelle 10: Verwendete 31P-NMR-Parameter 
Acquisition time 1 s 
Data size 8-16 k 
Pulse 60°, 7 µs 
Pulse delay 2 s 
Line-broadening 1 Hz 
 
Abbildung 10: 31P-NMR-Beispielspektrum für die Analyse von Phospholipiden in Spermienproben 
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3.12 Dünnschichtchromatographie 
Die Trennungen wurden von Frau Dr. Beate Fuchs (Universität Leipzig, Institut für 
Medizinische Physik und Biophysik) durchgeführt. Die Lipidextrakte wurden in 25 µl 
Chloroform gelöst (mind. 1 nmol/µl) und kurz auf dem Vortex gemischt. 5 µl der Lipidlösung 
wurden automatisch mit dem Linomat V (CAMAG, Mutenz, Schweiz) auf die TLC-Platte auf 
einer zuvor markierten Bleistiftlinie aufgetragen und trockengeföhnt. Vom Lipidstandard 
(POPC, POPE, DPPG, LPC 18:0, DPPA, SOPC, SM 16:0, je 2,5 mg in 1600 µl Gesamtvolumen) 
wurden 2 µl aufgetragen. Die beladene Platte wurde in die mit 7 ml Laufmittel 
(Chloroform/Ethanol/Wasser/TEA, 30:35:7:35) befüllte Laufkammer gestellt. Die 
chromatographische Trennung erfolgte in der geschlossenen Laufkammer für 45-50 Minuten, 
bis die Laufmittelfront ca. 2 cm bis unter den Rand gelaufen war. Die trockengeföhnte Platte 
wurde mit Primulin besprüht und getrocknet. Unter der UV-Lampe wurden die Spots mit 
Bleistift markiert, um sie dann mit dem Skalpell abzukratzen und in kleine Glasröhrchen (in 
1,5 ml Eppendorf-Reaktionsgefäßen steckend) zu überführen. Für die Lipidextraktion 
(Elution) wurden 0,9%ige NaCl-Lösung, Methanol und Chloroform im Verhältnis 1:1:1 
zugegeben und für 15 Sekunden auf dem Vortex gemischt. Mittels Zentrifugation (2500 x g, 
5 Minuten, Raumtemperatur) wurden die Phasen getrennt und die untere Phase 
(Chloroformphase) in ein neues Glasröhrchen mittels Mikroliterspritze (Hamilton Bonaduz 
AG, Schweiz) überführt. Die obere Phase wurde ebenfalls vorsichtig (ohne das Kieselgel) 
entfernt und verworfen. Die Extraktion wurde insgesamt dreimal wiederholt und die 
organischen Phasen vereinigt. Das Chloroform wurde unter Stickstoff bei 40°C abgedampft. 
Die Lagerung der Proben erfolgte bei -20°C. 
3.13 MALDI-TOF MS 
Die Messungen wurden von Frau Dr. Beate Fuchs und Frau Dr. Ariane Nimptsch (Universität 
Leipzig, Institut für Medizinische Physik und Biophysik) durchgeführt. Alle MS Messungen 
und damit die Aufnahme von Positiv- und Negativspektren erfolgten an einem Autoflex 
MALDI-TOF Massenspektrometer (Bruker Daltonik, Bremen, Deutschland), ausgestattet mit 
einem gepulsten 337 nm Stickstofflaser und mit einer Beschleunigungsspannung von 20 kV. 
Um eine Sättigung des Detektors mit Matrixionen zu vermeiden (insbesondere m/z < 400) 
erfolgten die Messungen mit Matrixunterdrückung, wobei als Matrices 2,5-
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Dihydroxybenzoesäure (DHB) und 9-Aminoacridin (9-AA) verwendet wurden. Die 
Lipidextrakte wurden 1:1 (v/v) mit 0,5 mol/l DHB in Methanol oder 10 mg/ml 9-AA in 
Isopropanol/Acetonitril (3:2) gemischt und auf ein goldbeschichtetes MALDI-Target 
aufgetragen. Für jedes Massenspektrum wurden 100 Lasershots gemittelt. Zur Verbesserung 
der Auflösung wurden die Spektren im Reflektormodus unter sogenannter „delayed 
extraction“ aufgenommen, um die Unterschiede in den Initialgeschwindigkeiten der Ionen zu 
verringern [26]. Die anschließende Datenverarbeitung erfolgte mittels der Software „Flex 
Analysis“, Version 2.2 (Bruker, Deutschland). 
3.14 Proteinbestimmung nach Smith [108] 
Je 20 µl der Standardproteinreihe (mit 0,1, 0,2 … 1,0 und 1,0, 2,0 … 10,0 mg/ml BSA, in 
Doppelbestimmung) und jeweils 20 µl je Probe wurden in eine 96er Platte pipettiert. Die 
hochkonzentrierten Proben (gewaschene Spermien, Überstände) wurden zuvor mit PBS 1:10 
verdünnt. PBS diente außerdem als Blindprobe. Es wurden 29,4 ml Reagenz A (1% BCA-
Na2, 2% Na2CO3 x 10 H2O, 0,16% Natriumtartrat-Dihydrat, 0,4% NaOH, 0,5% NaHCO3, 
pH 11,25, bei 4°C lagern) und 600 µl Reagenz B (4% CuSO4 x 5 H2O) gemischt und je 
300 µl zu jedem Standard und jeder Probe gegeben. Nach 30 Minuten Inkubation bei 
Raumtemperatur im Dunkeln wurde die Absorption bei 492 nm gemessen (Plattenreader 
Infinite M200, Tecan Deutschland GmbH) und die Proteinkonzentration anhand der 
Standardreihe berechnet. 
3.15 SDS-PAGE (Natriumdodecylsulfat-Polyacrylamid-Gelelektrophorese) 
Da auch Proteine ein wichtiger Bestandteil von Membrandomänen sind, sollte mittels der 
SDS-PAGE überprüft werden, ob sich auch die Proteinzusammensetzung der DRMs in den 
Spermien in Abhängigkeit vom Reifungsgrad der Spermien bzw. durch den Kontakt zu 
Seminalplasma ändert. Auch die Proteinzusammensetzung der DRMs von Spermien 
unterschiedlicher Kälteresistenz wurde analysiert. Da der Fokus auf Proteinen mit kleinen 
Molekulargewichten lag, wurden 20%ige SDS-Polyacrylamid-Gele verwendet. Außerdem 
wurden überwiegend 1,5 mm dicke Gele erstellt, um möglichst viel der gering konzentrierten 
Proben auftragen zu können. Zuerst wurde ein Trenngel gegossen, das nach dem Erstarren mit 
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einem Sammelgel überschichtet wurde. Die Zusammensetzung der Gele ist in Tabelle 11 zu 
finden. 
Tabelle 11: Zusammensetzung der 20%igen SDS-Gele 
Trenngel:   Sammelgel:  
2,34 ml H2O  1,827 ml H2O 
2,5 ml Trenngelpuffer (1,5 M Tris-HCl, pH 
8,8) 
 0,75 ml Sammelgelpuffer (0,5 M Tris-HCl, pH 
6,8) 
50 µl 20% SDS  15 µl 20% SDS 
5 ml 40% Gellösung (37,5 : 1 = 
Acrylamid : Bisacrylamid) 
 375 µl 40% Gellösung (37,5 : 1 = 
Acrylamid : Bisacrylamid) 
15 µl TEMED  6 µl TEMED 
120 µl 10% APS  50 µl 10% APS 
Es wurden jeweils 30 µl (ggf. mit PBS verdünnte) Probe mit 10 µl Probenpuffer (200 mM 
Tris-Cl pH 6,8, 4% SDS, 0,5 M DTT, 50% Glycerol und 0,04% Bromphenolblau) versetzt 
und davon etwa 35 µl in die Geltaschen pipettiert. Vor dem Auftragen wurden die Proben für 
5 Minuten bei 95°C erhitzt. Als Proteinstandard wurde die „Prestained Protein Ladder“ 
verwendet, von der jeweils 5 µl aufgetragen wurden. Es wurde ein SDS-Laufpuffer (25 mM 
Tris Base, 192 mM Glyzin, 0,1% SDS) verwendet. Nach 30 Minuten bei 70 V wurde die 
Spannung am Gel für 60 bis 90 Minuten auf 120 V erhöht, bis sich die blaue Front des 
Probenpuffers am unteren Ende des Gels befand. Die Gele wurden mit der sensitiven 
Coomassie-Blue-Färbung gefärbt. Dazu wurde das Gel nach zweimaligem Waschen für 
10 Minuten mit Reinstwasser für drei Stunden unter Schütteln in die Färbelösung [0,02% 
Coomassie Blue (CBB G-250), 5% Aluminiumsulfat-16-Hydrat, 10% Ethanol (>96%) und 
2% ortho-Phosphorsäure in Reinstwasser] gelegt. Nach zweimaligem Abspülen mit 
Reinstwasser kam das Gel für 20 Minuten in den Entfärber [10% Ethanol (>96%) und 2% 
ortho-Phosphorsäure in Reinstwasser]. Abschließend wurde das Gel zweimal 10 Minuten in 
Reinstwasser gewaschen und für die Dokumentation eingescannt. 
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3.16 Proteinidentifizierung mittels Trypsinverdau und anschließender MALDI-TOF 
MS Analyse 
Die Messungen wurden von Frau Dr. Ariane Nimptsch (Universität Leipzig, Institut für 
Medizinische Physik und Biophysik) durchgeführt. Für den Verdau wurde Trypsin Gold 
(Promega, Artikelnummer V5280) verwendet. Nach der elektrophoretischen Trennung der 
Proteine im Polyacrylamidgel wurden die Gele mit der Färbelösung SimplyBlueTMSafeStain 
(Invitrogen, Artikelnummer LC6060) gefärbt und in Reinstwasser entfärbt. Die Banden 
wurden mit einem gereinigten Skalpell ausgeschnitten. Anschließend erfolgte eine zweimalige 
Entfärbung der Gelstückchen in 100 mM NH4HCO3/50% Acetonitril für 45 Minuten bei 
37°C. Nach einer Entwässerung der Gelstückchen in 100 µl 100%igem Acetonitril für 
5 Minuten bei Raumtemperatur, wurden sie für 15 Minuten bei Raumtemperatur in einer 
Vakuumzentrifuge getrocknet, um restliches Acetonitril zu entfernen.  
Das Trypsin Gold wurde in 50 mM Essigsäure mit einer Konzentration von 1 µg/µl gelöst und 
mit 40 mM NH4HCO3/10% Acetonitril auf 20 µg/ml weiter verdünnt. In 20 µl dieser Trypsin-
Lösung wurden die Gelstückchen bei Raumtemperatur für eine Stunde vorinkubiert, um die 
Gelstückchen zu rehydrieren. Weiterer Verdaupuffer (40 mM NH4HCO3/10% Acetonitril) 
wurde bis zur Bedeckung der Gelstückchen zugefügt und bei 37°C im geschlossenen 1,5 ml 
Reaktionsgefäß über Nacht inkubiert. Nach diesem Verdau wurden die Proteine mit einer 
wässrigen und einer organischen Lösung aus dem Gel extrahiert: Dazu wurden zuerst 150 µl 
Reinstwasser zugefügt und nach 10 minütigem Mischen in ein neues 1,5 ml Reaktionsgefäß 
überführt. Für die organische Extraktion wurden zweimal 50 µl 50%iges Acteonitril/5%ige 
Trifluoressigsäure zugefügt und jeweils 60 Minuten bei 500 rpm und Raumtemperatur 
inkubiert. Abschließend wurden alle drei Extrakte vereinigt und mit einer Vakuumzentrifuge 
bei Raumtemperatur für zwei bis vier Stunden getrocknet. Die eingedampften Peptide wurden 
mit 10 µl 0,1 % TFA resuspendiert und nach Herstellerangaben mittels ZipTips (Millipore, 
Artikelnummer ZTC18S008) gereinigt. Am Ende dieser Prozedur wurden die Peptide mit 
2,5 µl Matrixlösung (10 mg/ml alpha-Cyano-4-hydroxy-Zimtsäure, HCCA) in 70% 
Acetonitril/0,1% Trifluoressigsäure vom C18-Material der ZipTips eluiert und direkt auf ein 
goldbeschichtetes MALDI-Target aufgetragen. Die Zimtsäure dient dabei als Matrix der 
MALDI-TOF-MS Analyse (siehe 3.13) der Peptide. 
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Mittels einer Datenbanksuche (Datenbank Mascot, bezieht Daten aus der NCBI-Datenbank 
und von Swissprot mit ein) wurden die gemessenen Peptidmassen den Ursprungsproteinen 
zugeordnet. 
3.17 Statistische Analyse der Daten 
Die statistische Auswertung der Daten erfolgte mit dem Statistikprogramm PASW Statistics 
18 (Version 18.0.0). Dabei wurden für die Vergleiche der Lipidmengen in den Nebenhoden- 
und Ejakulatspermienproben der Kruskal-Wallis-Test für unabhängige Stichproben und für 
die Vergleiche der Lipidmengen in den gewaschenen Spermien und dem Überstand der 
Ejakulatspermien ein gepaarter T-Test verwendet (4.2.2). Für die Vergleiche der NMR-
Untersuchungen von Nebenhoden- und Ejakulatspermien wurde mit dem Mann-Whitney-U-
Test bei unabhängigen Stichproben getestet (4.2.3). Bei den Untersuchungen von 64 Ebern 
auf die Kälteempfindlichkeit ihrer Spermien fand der Wilcoxon-Test Verwendung (4.5.1). Der 
Vergleich der verschiedenen Eber hinsichtlich der Kälteempfindlichkeit ihrer Spermien mit 
wiederholten Messungen verschiedener Ejakulate der gleichen Eber wurde mit dem 
Wilcoxon-Test (exakt) überprüft (4.5.2). 
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4. Ergebnisse 
Im Folgenden werden zunächst die Ergebnisse zur Präparation detergenzresistenter 
Membrandomänen mit verschiedenen Detergenzien dargestellt. Anschließend folgen die 
Ergebnisse der Analyse von DRMs aus Spermien verschiedener Entwicklungsstufen, aus 
Seminalplasma und aus Nebenhodenspermien, die mit Seminalplasma inkubiert wurden. Im 
letzten Teil des Kapitels werden die Untersuchungsergebnisse der Kältetoleranz von 
Eberspermien beschrieben, um festzustellen, ob es einen Zusammenhang zwischen der 
Kältetoleranz und der Zusammensetzung der DRMs gibt. 
4.1 Präparation detergenzresistenter Membrandomänen mit unterschiedlichen 
Detergenzien 
Die Ergebnisse zur Präparation von detergenzresistenten Membrandomänen (DRMs) aus 
Eberspermien mit verschiedenen Detergenzien wurden teilweise bereits veröffentlicht [43]. In 
Gesamtspermien ließen sich pro 1 Million Ejakulatspermien 0,5 nmol Cholesterol, 1,3 nmol 
Phospholipide finden (n = 2). Daraus ergibt sich ein C/P-Wert von 0,37. 
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Tabelle 12: Relative Lipid- und Proteinmengen der Eberspermien, die nach Detergenzbehandlung und 
mechanischem Aufschluss in den Überständen und nach der Ultrazentrifugation in den DRM-Banden 
sowie der Bodenfraktion gemessen wurden. Lipidmengen in den Gesamtspermien (pro 1 Mio Spermien): 
Cholesterol = 0,5 nmol, Phospholipid = 1,3 nmol, C/P-Wert = 0,37 
 
Anteil im Überstand Bodenfraktion des 
Dichtegradienten 
Bandenfraktionen des Dichte-
gradienten (ggf. Bande1/Bande2) 
Detergenz 
Cholesterol 
[%] 
Phospho-
lipid [%] 
Protein 
[mg/109 
Spermien]2) 
Cholesterol 
[%] 
Phospho-
lipid [%] 
Protein 
[%] 
Cholesterol 
[%] 
Phospho-
lipid [%] 
Protein 
[%] 
 
- bezogen auf 
Gesamtspermien1) - 
- bezogen auf den Überstand3) - - bezogen auf den Überstand3) - 
ohne 0,0 5,2 0,49 0,0 1,7 34,6 0,0 49 13,7 
Triton X-100 50,4 68,9 2,28 8,0 8,4 18,3 11,4/10,5 9,8/7,9 0,0/4,7 
Brij 98 11,6 12,9 1,57 5,4 7,0 24,6 19,3/33,2 9,0/18,7 0,0/0,8 
Pluronic F-127 0,0 2,3 0,68 0,0 1,9 13,7 0,0 10,2 0,0 
Thesit 40,4 39,8 2,27 14,3 12,0 28,6 4,1/4,9 2,1/2,2 0,3/1,3 
Natriumcholat 79,8 79,0 3,07 4,5 5,4 20,0 36,4 68,6 29,3 
CHAPS 88,5 85,7 2,57 10,0 20,0 24,6 0,8/11,3 1,0/19,0 0,0/21,0 
Tween 20 0,0 9,1 2,01 0,0 4,2 15,9 0,0 38,3 5,8 
Brij 96V 61,5 61,7 2,27 3,3 2,6 20,8 1,7 2,5 3,8 
Brij 58P 17,1 17,5 1,54 7,9 9,7 25,8 3,6/16,0 3,1/9,1 1,0/0,5 
1) Die prozentualen Werte der Überstände beziehen sich auf den Gesamtlipidgehalt (also Gesamtcholesterolgehalt bzw. 
Gesamtphospholipidgehalt) in der Summe aus Überstand und Pellet. 
2) Der Proteingehalt im Überstand wurde auf 1 Milliarde Spermien berechnet. 
3) Die prozentualen Werte der Banden- und Bodenfraktion beziehen sich auf den Cholesterol-, Phospholipid- und 
Proteingehalt des aufgetragenen Überstandes 
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Abbildung 11: Dichtegradienten der DRM-Präparationen aus Eberspermien mit unterschiedlichen 
Detergenzien und ohne Detergenz nach der Ultrazentrifugation. Die verschiedenen Detergenzien 
produzierten mehr oder weniger stark ausgeprägte Bandenmuster. Deutlich Banden im mittleren 
Dichtebereich lassen sich vor allem beim Natriumcholat und Triton-X 100 finden. Im rechten Bildrand 
sind die Dichten im jeweiligen Bereich des Gradienten dargestellt. 
Auch bei den Gradienten in Abbildung 11 sieht man, dass die verschiedenen Detergenzien 
unterschiedliche Ergebnisse produzierten: Scharfe abgetrennte, deutliche Banden ließen sich 
nur bei Natriumcholat und Triton X-100 finden. Beim Natriumcholat war eine starke Bande 
bei einer Dichte von etwa 1,112 bis 1,117 g / cm3 sichtbar. Beim Triton X-100 gab es zwei 
Banden bei einer Dichte von etwa 1,127-1,138 g / cm3, wobei die obere Bande breiter war als 
die untere. Beim CHAPS waren nur zwei schwächere Bande zu sehen, die obere bei einer 
ungefähren Dichte von 1,14 g / cm3 und die untere (die wegen des Reagenzglasständers 
schlecht sichtbar ist) bei einer Dichte von etwa 1,15 g / cm3. Bei der Präparation ohne 
Detergenz und beim Pluronic F-127 ist jeweils nur eine sehr schwache Trübung sichtbar. Die 
Trübung beim Tween 20 ist ebenfalls recht schwach und zudem über einen relativ großen 
Dichtebereich von etwa 1,125 bis 1,145 g / cm3 verteilt. Der Gradient von Brij 96V liefert 
eine trübe Bande bei der geringsten Dichte (< 1,085 g / cm3). Thesit, Brij 58P und Brij 98 
erzeugen Gradienten mit jeweils zwei nur sehr schwach sichtbaren Banden, die sich etwa in 
den mittleren Dichtebereichen des Gradienten befinden. 
In den Banden, die aus den Gradienten isoliert wurden, fand sich nur beim Triton X-100, 
CHAPS und Natriumcholat eine für die Analytik ausreichende Menge an Lipid und Protein 
(siehe Tabelle 12). Beim Triton X-100 wurde in beiden Banden geringfügig mehr Cholesterol 
als Phospholipid gefunden. Bei wiederholten Untersuchungen verschiedener Ejakulate (n = 3) 
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ließen sich beim Triton in beiden Banden insgesamt 28,3% ± 9,0% des Gesamtcholesterols 
und 19,4% ± 2,3% des gesamten Phospholipids finden. In der Bodenfraktion dieser Proben 
befanden sich 11,1% ± 4,3% des Gesamtcholesterols und 9,2% ± 1,2% des gesamten 
Phospholipids. Beim CHAPS befand sich der überwiegende Teil der Lipide und des Proteins 
in der Bande oberhalb der Bodenfraktion. Beim Natriumcholat und beim CHAPS ließ sich 
deutlich mehr Protein in den Banden finden als beim Triton, bei dem sich nur in der 2. Bande 
eine messbare Proteinmenge befand. Messungen der restlichen Fraktionen der Gradienten 
ohne sichtbare Trübungen zeigten, dass sich auch in diesen messbares Lipid und Protein 
befand. 
 
Abbildung 12: 31P-NMR-Spektren der Kontrollproben (Überstand und Pellet) sowie der 
Gradientenproben (DRM-Banden und Bodenfraktion) der Detergenzien Triton X-100, Natriumcholat und 
CHAPS. Die Spektren wurden auf den zugesetzten internen Standard (32,5 µmol/l Phosphatidsäure) 
skaliert. Ein Vergleichsspektrum von Spermien ohne Detergenz lässt sich in Abbildung 10 finden. 
Mittels der 31P-NMR konnten die unterschiedlichen Lipidklassen der Proben analysiert 
werden. Anhand der Flächen unter den Peaks ließen sich für die einzelnen Lipidklassen auch 
ihre quantitativen Anteile in den Proben berechnen. Abbildung 12 zeigt die 31P-NMR-
Spektren der Gradienten- und Kontrollproben der Detergenzien Triton X-100, Natriumcholat 
und CHAPS. Die Bandenproben der anderen Detergenzien waren zu gering konzentriert, um 
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auswertbare Spektren zu liefern. Um die Spektren besser vergleichbar zu machen, wurden sie 
alle auf gleiche Höhe des internen Standards (Phosphatidsäure, 32,5 µmol / l) skaliert. In 
Tabelle 13 ist die quantitative Auswertung der NMR-Spektren dargestellt. Gezeigt sind die 
Anteile der verschiedenen Phospholipidklassen am Gesamtlipid. Die Peaks der diacylGPCs 
wurden bei der quantitativen Auswertung (außer bei den Gesamtspermien, 
diacylGPC/GesamtGPC = 17%) nicht berücksichtigt und sind nach optischer Auswertung der 
Spektren nur in Spuren vorhanden. 
In den Spektren der Bande 1 von CHAPS konnten keine Phospholipide detektiert werden, sie 
zeigte auch bei den biochemischen Lipidbestimmungen die geringsten Lipidmengen (Tabelle 
12, Bande 1). Hingegen wurden in der Bande 2 vom CHAPS und in den Banden der anderen 
beiden Detergenzien Phospholipide detektiert. Allerdings variierten die individuellen 
Verhältnisse der verschiedenen Phospholipidklassen stark zwischen den Proben. Nur für 
Triton X-100, insbesondere für Bande 2, ließ sich Phosphatidylinositol und eine Anreicherung 
an Sphingomyelin und Phosphatidylethanolamin im Vergleich zu den Phosphatidylcholinen 
finden. Das Verhältnis von Etherlipiden zu Plasmalogenen veränderte sich zwischen den 
einzelnen Proben kaum, sowohl für die Phosphatidylcholine als auch die 
Phosphoethanolamine war zumeist doppelt so viel Etherlipid wie Plasmalogen vorhanden. 
Eine genaue Analyse der spezifischen Lipide mittels MALDI-TOF MS erfolgte nicht, da die 
Spektren, wie in der Einleitung beschrieben (2.6), durch die in den Proben vorhandenen 
Detergenzien stark gestört wurden, was insbesondere für die ionischen Detergenzien wie z. B. 
CHAPS gilt. 
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Tabelle 13: Mittels 31P-NMR-Spektroskopie bestimmte Anteile der verschiedenen Phospholipidklassen in 
den Gesamtspermien, Überständen, Pellets, DRM-Banden und Bodenfaktionen. Prozentuale Werte sind 
auf das Gesamtlipid (GPE %. SM %, GPC %, PI %) bzw. auf GesamtGPC (etherGPC, plasmGPC) oder 
GesamtGPE (etherGPE, plasmGPE) in den verschiedenen Probenfraktionen bezogen. (Ü = Überstand 
und P = Pellet nach Detergenzbehandlung und mechanischem Aufschluss; Banden und Boden: Fraktionen 
der Dichtegradienten nach der Ultrazentifugation) 
Probe 
GPE 
[%] 
SM 
[%] 
GPC 
[%] 
PI 
[%] 
etherGPC 
[%] 
plasmGPC 
[%] 
etherGPE  
[%] 
plasmGPE 
[%] 
Gesamtspermien1) 25 20 54 -   522)   302) 60 40 
Triton Ü 25 18 57 - 70 30 63 37 
Triton P 21 27 53 - 62 38 76 24 
Triton Bande 1 25 31 44 Spuren 73 27 65 35 
Triton Bande 2 25 29 37 9 74 26 56 44 
Triton Boden 28 14 58 - 61 39 52 48 
NaCholat Ü 17 29 54 - 63 37 70 30 
NaCholat P 33 Spuren 67 - 75 25 Spuren Spuren 
NaCholat Bande 27 19 54 Spuren 78 22 58 42 
NaCholat Boden 20 22 59 - 66 34 70 30 
CHAPS Ü 26 21 53 - 67 33 64 36 
CHAPS P Spuren Spuren 100 - 65 35 Spuren Spuren 
CHAPS Bande 1 Spuren Spuren Spuren - - - Spuren Spuren 
CHAPS Bande 2 Spuren Spuren Spuren - - - Spuren Spuren 
CHAPS Boden 23 24 53 Spuren 67 33 60 40 
1) Die 31P-NMR-Werte der Gesamtspermien (n = 8) entstammen späteren Versuchen, da zum Zeitpunkt 
der 31P-NMR-Analysen der verschiedenen Detergenzienproben keine Gesamtspermien analysiert wurden. 
2) In den Gesamtspermien ließ sich zusätzlich ein Anteil von 17% diacylGPC finden. 
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4.2 Analyse präparierter detergenzresistenter Membrandomänen (DRMs) aus 
Nebenhodenspermien und Ejakulatspermien von Ebern 
Die Motilität der eingesetzten Nebenhodenspermien betrug 5-10% für Spermien aus dem 
Caput, 40% für Spermien aus dem Corpus und 50-70% für Spermien aus der Cauda. Die 
eingesetzten Ejakulatspermien hatten Motilitäten >80%. 
4.2.1 Dichtegradienten nach der Ultrazentrifugation 
 
Abbildung 13: Dichtegradienten nach der Ultrazentrifugation von DRM-Präparationen (Triton X-100) 
mit Nebenhodenspermien aus den verschiedenen Regionen des Nebenhodens (caput, corpus, cauda). Bei 
den Proben aus dem Caput und dem Corpus lassen sich nur im obersten Gradientenbereich ganz 
schwache Banden finden. Bei den Proben aus der Cauda sind zwei deutlich Banden (a und c, ) im 
mittleren Dichtebereich (1,09 bis 1,12 g / cm3) sichtbar, der Bereich zwischen diesen Banden (b) zeigt 
ebenfalls eine leichte Opaleszenz. 
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 Abbildung 14: Verschiedene Dichtegradienten nach der Ultrazentrifugation von DRM-Präparationen mit 
Triton X-100 aus Ejakulatspermien des Ebers. Weitere Gradienten lassen sich in Kapitel 4.5.3.1 in 
Abbildung 30 finden. In den Gradienten sind mehrer opaleszente Banden im mittleren Dichtebereich 
(1,120-1,135 g / cm3) sichtbar. 
In Abbildung 13 und Abbildung 14 sind Fotos der Dichtegradienten von DRM-
Präparationen aus Nebenhodenspermien und Ejakulatspermien zu sehen. Bei den Spermien 
aus Caput und Corpus ließen sich nur im obersten Gradientenbereich, also bei einer Dichte 
von etwa 1,08 g / cm3, sehr schwache Banden finden. Bei den Spermien der Cauda traten 
zwei Banden auf, die etwa in einem Dichtebereich von 1,09 bis 1,12 g / cm3 lagen, wobei der 
Bereich zwischen diesen beiden Banden auch eine sehr schwache Trübung zeigte. 
Bei den Dichtegradienten der Ejakulatspermien (Abbildung 14 und Abbildung 30) ließen 
sich zumeist zwei oder drei trübe Banden im mittleren Dichtebereich (1,120-1,135 g / cm3) 
finden. Das Bandenmuster variierte zwar zumeist etwas zwischen den einzelnen Proben, 
unterschied sich aber deutlich von den Gradienten der Nebenhodenspermien. 
4.2.2 Lipid- und Proteinmengen in gewaschenen Spermien und DRMs aus 
Nebenhodenspermien und Ejakulatspermien 
Sowohl der Cholesterol- als auch der Phospholipidgehalt schienen sich im Verlauf der 
Reifung in den Spermien etwas zu verringern (Tabelle 14). Nach der Ejakulation nahm vor 
allem der Cholesterolgehalt wieder zu, sodass der C/P-Wert wieder stieg. Der Proteingehalt in 
den Spermien folgte diesem Trend. Das Verhältnis von Lipid-/Proteingehalt nahm ebenfalls 
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im Laufe der Reifung ab und sank auch nach der Ejakulation weiter. Diese Unterschiede 
waren jedoch alle nicht signifikant (Vergleich der Nebenhodenspermien aus der Cauda mit 
den Ejakulatspermien, Kruskal-Wallis-Test bei unabhängigen Stichproben). 
Tabelle 14: Lipid- und Proteinmengen sowie Cholesterol zu Phospholipid- und Gesamtlipid zu 
Proteinverhältnisse in Nebenhodenspermien und Ejakulatspermien (Mittelwert ± Standardabweichung) 
Spermien aus (n) CHO pro 1 Mio Spermien [nmol] 
PL pro 1 Mio 
Spermien [nmol] 
CHO/PL 
[nmol/nmol] 
Protein pro 1 Mio 
Spermien [µg] Lipid/Protein [nmol/µg] 
Nebenhoden, caput (2) 2,29/3,17 5,28/17,74 0,43/0,18 19,7/46,0 0,38/0,45 
Nebenhoden, corpus (2) 1,11/0,71 3,10/4,62 0,36/0,15 24,7/17,0 0,17/0,31 
Nebenhoden, cauda (5) 0,69 ± 0,17 2,48 ± 0,93 0,31 ± 0,10 14 ± 5 0,24 ± 0,03 
Ejakulat (12) 0,92 ± 0,33 2,62 ± 1,02 0,38 ± 0,12 19 ± 7 0,19 ± 0,06 
Die C/P-Werte der Überstände aus den Spermien verschiedener Reifestadien (Tabelle 15) 
veränderten sich im Rahmen der Standardabweichung nicht, ebenso konnten im Rahmen der 
Messgenauigkeit keine Unterschiede beim Lipid-/Proteinverhältnis festgestellt werden. 
Tabelle 15: Cholesterol zu Phospholipid- und Gesamtlipid zu Proteinverhältnisse in den Überständen für 
die DRM-Präparation aus Nebenhodenspermien und Ejakulatspermien (Mittelwert ± 
Standardabweichung) 
Spermien aus (n) 
CHO/PL 
[nmol/nmol] Gesamtlipid/Protein [nmol/µg] 
Nebenhoden, caput (2) 0,41/0,25 0,36/0,50 
Nebenhoden, corpus (2) 0,36/0,29 0,23/0,64 
Nebenhoden, cauda (5) 0,33 ± 0,10 0,61 ± 0,25 
Ejakulat (12) 0,28 ± 0,05 0,52 ± 0,16 
Der C/P-Wert in den Überständen der Ejakulatspermien war jedoch signifikant geringer als in 
den gewaschenen, unbehandelten Ejakulatspermien (gepaarter t-Test, n = 12, p < 0,03), d. h. 
es befand sich im Verhältnis zu Phospholipid weniger Cholesterol in den abgelösten 
Spermienmembranen als bei den gesamten Spermien. 
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Tabelle 16: Cholesterol zu Phospholipid- und Gesamtlipid zu Proteinverhältnisse in den Banden der 
DRM-Präparationen aus Nebenhodenspermien und Ejakulatspermien (Mittelwert ± 
Standardabweichung), a bzw. b: signifikanter Unterschied zwischen den jeweiligen Banden der 
Nebenhoden- und der Ejakulatspermien (Kruskal-Wallis-Test bei unabhängigen Stichproben, n≥6, 
p<0,04) 
Spermien aus (n) Bande a Bande b Bande c 
 
CHO/PL 
[nmol/nmol] 
Gesamtlipid/ 
Protein 
[nmol/µg] 
CHO/PL 
[nmol/nmol] 
Gesamtlipid/ 
Protein 
[nmol/µg] 
CHO/PL 
[nmol/nmol] 
Gesamtlipid/ 
Protein 
[nmol/µg] 
Nebenhoden, caput (1) 0,25 5,81 -Keine Bande- -Keine Bande- 
Nebenhoden, cauda (6) 0,23 ± 0,09a 5,25 ± 1,94a 0,28 ± 0,05 7,06 ± 4,29a 0,28 ± 0,09 4,96 ± 2,66a 
Ejakulat (8) 0,38 ± 0,16b 3,07 ± 0,91b 0,34 ± 0,12 2,44 ± 0,44b 0,36 ± 0,08 1,87 ± 0,47b 
Bei den isolierten Banden der Dichtegradienten (Tabelle 16 und Tabelle 17) nahm der 
Cholesterolgehalt gegenüber dem Phospholipidgehalt nach Kontakt mit dem Seminalplasma 
bei der Ejakulation zu, sodass der C/P-Wert in allen Banden stieg. Dieser Unterschied war für 
die Bande a signifikant (Kruskal-Wallis-Test bei unabhängigen Stichproben, n≥6, p<0,03). 
Das Verhältnis von Lipid/Protein verhielt sich gegenläufig dazu und verringerte sich 
signifikant nach der Ejakulation in allen Banden (Kruskal-Wallis-Test bei unabhängigen 
Stichproben, n≥6, p<0,04). 
Tabelle 17: Relative Lipidmengen in den Überständen und Banden, die Anteile in den Überständen 
beziehen sich auf den Gesamtlipidgehalt der Spermien, die Anteile in den Banden beziehen sich auf den 
Lipidgehalt des eingesetzten Überstandes 
 
Überstand Bande a Bande b Bande c 
Probe (n) CHO [%] PL [%] CHO [%] PL [%] CHO [%] PL [%] CHO [%] PL [%] 
 
- bezogen auf 
Gesamtspermien- -bezogen auf den eingesetzten Überstand- 
Spermien NH, cauda (5) 77 ± 14 79 ± 7 11 ± 3 15 ± 3 10 ± 3 10 ± 1 6 ± 3 7 ± 3 
   
Summe aller Banden: 26 32 
Ejakulatspermien (5) 78 ± 19 80 ± 7 12 ± 3 14 ± 4 10 ± 4 13 ± 5 9 ± 2 10 ± 4 
   
Summe aller Banden: 31 37 
Im Überstand konnten etwa 80% des Cholesterols und 80% der Phospholipide des 
Gesamtlipidgehalts der Ejakulat- und auch der Nebenhodenspermien zurückerhalten werden 
(Tabelle 17). In den einzelnen isolierten Banden befanden sich jeweils 6 bis 12% des 
eingesetzten Cholesterols und 7 bis 15% des eingesetzten Phospholipids. In der Summe aller 
Banden wurde bei den Ejakulatspermien etwas mehr Lipid isoliert (31% Cholesterol und 37% 
Phospholipid) als bei den Nebenhodenspermien der Cauda (26% Cholesterol und 32% 
Phospholipid). 
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4.2.3 Analyse der Lipidklassen in DRMs aus Nebenhodenspermien und 
Ejakulatspermien mittels 31P-NMR 
Ein Beispielspektrum der 31P-NMR Analyse lässt sich im Methodenkapitel 3.11. (Abbildung 
10) finden. Wie dort ersichtlich, lassen sich mit dieser Methode die einzelnen Lipidklassen in 
den Proben bestimmen. Aus den erhaltenen Spektren der 31P-NMR Analysen konnten anhand 
des internen Standards (PA) die Anteile der einzelnen Lipidklassen in den Proben berechnet 
werden. Es wurde in allen Proben aus dem Nebenhoden kein PI detektiert. Bei den 
Ejakulatspermien wurde in den Banden der Dichtegradienten 1-5% PI gefunden. In den 
folgenden Tabellen sind die Anteile der Lipidklassen (GPE, SM, GPC) bezogen auf den 
Gesamtlipidgehalt dargestellt. Für die GPCs und die GPEs wurden auch die Anteile getrennt 
nach den Bindungen der Fettsäuren (Diacylbindung, Etherbindung, Plasmalogene) berechnet. 
Trotz der geringen Probenanzahl wurde eine statistische Auswertung durchgeführt, da es sich 
bei den drei Proben der Nebenhodenspermien der Cauda um einen Pool aus den Hodenpaaren 
von insgesamt sieben Ebern handelte. Um zu testen, ob es signifikante Unterschiede zwischen 
den Ejakulat- und Nebenhodenspermien aus der Cauda gab, wurde der Mann-Whitney-U-Test 
bei unabhängigen Stichproben verwendet, p<0,05 wurde als signifikant gewertet. Bei den 
kursiv geschriebenen Zahlen der Tabellen handelt es sich um recht unsichere Werte. Bei 
diesen Messungen lag schon ein sehr geringer Anteil an GesamtGPE vor, sodass ein Anteil 
der jeweils anderen GPEs (etherGPE oder plasmGPE) möglicherweise zu gering war, um im 
Spektrum sicher detektiert zu werden. 
In Tabelle 18 bis Tabelle 22 lassen sich Veränderungen der Lipidzusammensetzung während 
der Reifung und nach der Ejakulation feststellen. Allgemein lässt sich sagen, dass teilweise 
Peaks in den Spektren auftauchten, die sich nicht bestimmten Lipiden zuordnen ließen (bei 
chemischen Verschiebungen von etwa -0,12 und -0,54 ppm). Dies führte dazu, dass bei den in 
den Tabellen angegeben %-Angaben teilweise einige Prozentpunkte zu vollen 100% fehlten. 
Bei den Nebenhodenspermienproben traten zudem in einigen Proben Lysolipide auf: So 
ließen sich in den gewaschenen Spermien aus der Cauda 12% ± 4% Lysolipide finden, in den 
Überständen dieser Proben sogar 15% ± 9% Lysolipide. In den beiden Proben aus den 
gewaschenen Spermien aus dem Caput und dem Corpus des Nebenhodens befanden sich 
jeweils 7% Lysolipide. 
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Tabelle 18: Anteile der verschiedene Lipidklassen am Gesamtlipidgehalt aus gewaschenen 
Nebenhodenspermien und Ejakulatspermien sowie den Überständen der Detergenzbehandlung (alle 
Angaben in %), a bzw. b: signifikanter Unterschied zwischen den Nebenhodenspermien der Cauda und 
Ejakulatspermien (Mann-Whitney-U-Test bei unabhängigen Stichproben, n≥3, p<0,015) 
 
Die größten Veränderungen während der Reifung ließen sich beim GPE-Gehalt feststellen 
(Tabelle 18): Dieses Lipid ließ sich bei den gewaschenen Spermien erst in einem geringen 
Anteil in den Spermien der Cauda finden, während es bei den Ejakulatspermien ein Viertel 
der Phospholipide ausmachte. Dieser Unterschied war signifikant (Mann-Whitney-U-Test bei 
unabhängigen Stichproben, n≥3, p<0,015). Der GPE-Gehalt in den Überständen folgte dem 
gleichen Trend und der Unterschied zwischen dem Überstand der Cauda-Spermien und dem 
der Ejakulatspermien war ebenfalls signifikant. Das SM verhielt sich dazu eher gegenläufig 
und nahm von 37% in Caput-Spermien bis hin zu 20% bei den Ejakulatspermien ab. In den 
Überständen war diese Abnahme aber nicht ganz so deutlich. GPC, das etwa die Hälfte der 
Phospholipide in den Spermien ausmachte, nahm in den Spermien im Laufe der Entwicklung 
geringfügig zu, veränderte sich im Überstand aber nicht. Die Unterschiede beim SM und GPC 
waren nicht signifikant. 
Tabelle 19:  Prozentualer Anteil verschiedener GPCs am GesamtGPC und verschiedener GPEs am 
GesamtGPE in Nebenhodenspermien und Ejakulatspermien (alle Angaben in %), a bzw. b: signifikanter 
Unterschied zwischen den Nebenhodenspermien der Cauda und Ejakulatspermien (Mann-Whitney-U-
Test bei unabhängigen Stichproben, n≥3, p<0,03), kursive Zahlen: unsicherer Wert, da insgesamt sehr 
wenig GPE in den Proben gemessen wurde 
 
Bei den Verhältnissen der einzelnen GPCs am GesamtGPC-Gehalt gab es bei den Spermien 
eine signifikante Zunahme an etherGPC nach der Ejakulation und das diacylGPC nahm 
signifikant ab (Mann-Whitney-U-Test bei unabhängigen Stichproben, n≥3, p<0,03). Das 
Spermien aus (n) Gesamtspermien Überstand 
 
GPE SM GPC GPE SM GPC 
Nebenhoden, caput (1) 0 37 42 4 34 55 
Nebenhoden, corpus (1) 0 30 49 0 39 57 
Nebenhoden, cauda (3) 5 ± 2a 24 ± 4 50 ± 15 3 ± 1a 20 ± 6 57 ± 12 
Ejakulat (8) 25 ± 8b 20 ± 6 54 ± 3 19 ± 6b 25 ± 7 57 ± 4 
Spermien aus (n) Gesamtspermien Überstand 
 
ether 
GPC 
diacyl 
GPC 
plasm 
GPC 
ether 
GPE 
plasm 
GPE 
ether 
GPC 
diacyl 
GPC 
plasm 
GPC 
ether 
GPE 
plasm 
GPE 
Nebenhoden, caput (1) 20 36 44 0 0 67 14 19 100 0 
Nebenhoden, corpus (1) 52 12 36 0 0 12 52 36 0 0 
Nebenhoden, cauda (3) 19 ± 18a 56 ± 21a 20 ± 28 100 0 19 ± 8a 32 ± 23 41 ± 34 100 0 
Ejakulat (8) 52 ± 11b 17 ± 11b 30 ± 6 60 ± 11 40 ± 11 53 ± 6b 9 ± 7 37 ± 9 64 ± 9 36 ± 9 
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etherGPC nahm im Überstand ebenfalls signifikant zu. Der Gehalt an diacylGPC in den 
Überständen folgte dem Trend der Abnahme. Dieser Unterschied war aufgrund der großen 
Standardabweichung bei den Überständen der Cauda-Spermien nicht signifikant. Die 
Abnahme an etherGPE und die Zunahme an plasmGPE in den Spermien und Überständen 
nach der Ejakulation sollte nur mit großer Vorsicht zur Kenntnis genommen werden. Die 
kursiv angegebenen 100%-Werte ergaben sich möglicherweise nur aus der Tatsache, dass das 
plasmGPE aufgrund der insgesamt geringen GPE-Menge nicht detektiert werden konnte. 
Tabelle 20: Anteile der verschiedenen Lipidklassen am Gesamtlipidgehalt in den Banden der DRM-
Präparation aus Nebenhodenspermien und Ejakulatspermien (alle Angaben in %). Es ließen sich keine 
signifikanten Unterschiede feststellen (Mann-Whitney-U-Test bei unabhängigen Stichproben, n≥3, p > 
0,05). 
Spermien aus 
(n) Bande a Bande b Bande c 
 
GPE SM GPC PI GPE SM GPC PI GPE SM GPC PI 
NH, caput (1) 4 52 44 0 -Keine Bande- -Keine Bande- 
NH, cauda (3) 22 ± 1 35 ± 2 42 ± 1 0 22 ± 6 33 ± 7 36 ± 10 0 20 ± 8 39 ± 5 40 ± 5 0 
Ejakulat (8) 25 ± 11 28 ± 9 41 ± 6 5 ± 6 24 ± 11 26 ± 12 44 ± 5 5 ± 9 26 ± 6 29 ± 8 45 ± 9 1 ± 2 
Ähnliche Veränderungen ließen sich auch in den Banden der Dichtegradienten finden, die 
allerdings statistisch nicht signifikant waren. Während der GPC-Gehalt eher unverändert blieb 
und der SM-Gehalt im Laufe der Reifung etwas abnahm, sah man beim GPE eine Zunahme 
im Laufe der Reifung (Tabelle 20) – allerdings ließ sich bereits in der Bande aus dem Caput 
GPE finden und eine deutliche Zunahme schien sich bereits während der Nebenhodenpassage 
in den für DRMs relevanten Membranbereichen abzuspielen. Die Gehalte an GPE und vor 
allem auch SM waren insgesamt höher als in den gewaschenen Spermien und den 
Überständen. Sie schienen somit in den Membranbereichen, die in den DRMs isoliert wurden, 
angereichert zu sein. 
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Tabelle 21: Prozentualer Anteil verschiedener GPCs am GesamtGPC in den Banden der 
Nebenhodenspermien und Ejakulatspermien (alle Angaben in %), a bzw. b: signifikanter Unterschied 
zwischen den Nebenhodenspermien der Cauda und Ejakulatspermien (Mann-Whitney-U-Test bei 
unabhängigen Stichproben, n≥3, p<0,025) 
Spermien aus (n) Bande a Bande b Bande c 
 
etherGP
C 
diacylGP
C 
plasmGP
C 
etherGP
C 
diacylGP
C 
plasmGP
C etherGPC 
diacylGP
C 
plasmGP
C 
Nebenhoden, caput (1) - - 100 -Keine Bande- -Keine Bande- 
Nebenhoden, cauda (3) 51 ± 4 27 ± 14 22 ± 10 51 ± 10 22 ± 6 27 ± 9 44 ± 17 30 ± 10a 25 ± 17 
Ejakulat (8) 58 ± 23 22 ± 23 20 ± 13 50 ± 17 20 ± 14 30 ± 12 66 ± 19 4 ± 10
b 30 ± 16 
Die Verhältnisse der einzelnen Phospholipidsubklassen mit den verschieden gebundenen 
Fettsäureresten waren zwischen den Cauda- und den Ejakulatspermien und im Vergleich 
zwischen den verschiedenen Banden im Rahmen der Messgenauigkeit eher gleichbleibend 
(Tabelle 21). Ein signifikanter Unterschied ließ sich lediglich beim diacylGPC in der Bande c 
zwischen den Cauda- und den Ejakulatspermien finden (Mann-Whitney-U-Test bei 
unabhängigen Stichproben, n≥3, p<0,025), denn der diacylGPC-Gehalt nahm nach dem 
Seminalplasmakontakt ab. Auch bei diesen Proben sollte der hohe GPE-Plasmalogengehalt in 
der Bande der Caput-Spermien nicht zu stark bewertet werden (Tabelle 22), denn der GPE-
Gehalt war in dieser Bande sehr niedrig, sodass vorhandenes etherGPE möglicherweise nicht 
detektiert werden konnte. 
Tabelle 22: Prozentualer Anteil verschiedener GPEs am GesamtGPE in den Banden der 
Nebenhodenspermien und Ejakulatspermien (alle Angaben in %)), kursive Zahlen: unsicherer Wert, da 
insgesamt sehr wenig GPE gemessen wurde 
Spermien aus (n) Bande a Bande b Bande c 
 
etherGPE plasmGPE etherGPE plasmGPE etherGPE plasmGPE 
Nebenhoden, caput (1) 0 100 -Keine Bande- -Keine Bande- 
Nebenhoden, cauda (3) 65 ± 5 35 ± 5 67 ± 1 33 ± 1 62 ± 9 38 ± 9 
Ejakulat (8) 58 ± 20 42 ± 20 62 ± 9 38 ± 9 67 ± 9 33 ± 9 
4.2.4 Analyse der Lipidspezies der Nebenhodenspermien und Ejakulatspermien 
mittels MALDI-TOF-MS 
Um die einzelnen Lipide mit ihren zugehörigen Fettsäuren zu analysieren, wurden sie mittels 
MALDI-TOF MS analysiert. Dabei wurden nur die gewaschenen Spermien analysiert, da sich 
sowohl in den Überständen als auch in den Gradientenproben zu viel störendes Triton X-100 
befand (siehe Einleitung Abschnitt 2.6), das die Ergebnisse verfälscht hätte. 
In den Massenspektren der Ejakulatspermien (Abbildung 16) dominierten die GPCs mit 
langkettigen, mehrfach ungesättigten Fettsäureresten (vor allem Etherlipide und 
Plasmalogene), sodass im Gegensatz zu den Nebenhodenspermien (Abbildung 15) weniger 
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Lipide mit kürzeren, stärker gesättigten Ketten gefunden werden konnten. Die Spektren der 
verschiedenen Abschnitte des Nebenhodens ähnelten sich sehr stark, es konnten überwiegend 
die gleichen Lipide gefunden werden. Teilweise variierten die individuellen Peakhöhen etwas, 
sodass der Anteil von GPCs und SMs mit kürzeren, gesättigteren Fettsäuren im Laufe der 
Reifung im Nebenhoden etwas zunahm. Außerdem ließ sich in den Spektren der Nebenhoden 
aus dem Caput und der Cauda (aber nicht bei den Spermien aus dem Corpus) und auch bei 
den Ejakulatspermien GPE finden (GPE 16:0 alkyl/22:5 acyl + Na+, m/z = 774,7). In allen 
Spektren ließen sich keine Lysophospholipide finden (Spektrenbereich (m/z = 450-620) nicht 
dargestellt). 
 
Abbildung 15: Positiv-Ionen MALDI-TOF Massenspektren (verwendete Matrix: DHB) von Spermien aus 
den verschiedenen Abschnitten des Nebenhodens des Ebers, es lassen sich die Peaks von diversen GPCs, 
GPEs und SM finden 
 76 
 Abbildung 16: Positiv-Ionen MALDI-TOF Massenspektren (verwendete Matrix: DHB) von 
Ejakulatspermien des Ebers, es lassen sich die Peaks von diversen GPCs und GPE finden, wobei 
Etherlipide und Plasmalogene das Spektrum dominieren 
4.2.5 Protein-Analyse von DRMs aus Nebenhodenspermien und Ejakulatspermien 
mittels SDS-PAGE 
Um zu untersuchen, ob auch in der Proteinzusammensetzung der DRMs nach der Ejakulation 
Veränderungen stattfinden, wurden SDS-PAGE-Analysen durchgeführt. Dabei ließen sich bei 
den DRMs aus Spermien vor und nach der Ejakulation (Abbildung 17 und Abbildung 18) 
vor allem im Bereich von etwa 15-17 kDa Unterschiede finden: während bei den Banden der 
Nebenhodenspermien aus der Cauda keine Proteinbanden sichtbar waren, konnten bei den 
Banden der Ejakulatspermien vier Proteinbanden mit dicht beieinanderliegenden Massen 
gefunden werden. Bei den Proben aus dem Bodenbereich der Gradienten ließen sich bei 
Nebenhoden- und Ejakulatspermien im gleichen Bereich Proteinbanden finden, allerdings in 
einem leicht veränderten Mengenverhältnis. Bei der Untersuchung von Proben aus dem weiter 
unten liegenden Gradientenbereich der Nebenhodenspermien ließen sich jedoch auch in 
diesem Massenbereich, wenn auch teilweise nur schwache, Proteinbanden finden. 
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Abbildung 17: SDS-Gele der DRMs aus Nebenhodenspermien (cauda), Gel links: Gelbanden a-c und 
Boden, Gel rechts: Fraktionen 8 und 9 des Gradienten, zur Verdeutlichung des Ursprungs der 
verschiedenen Probenfraktionen ist im rechten Bildrand der zugehörige Dichtegradient mit den jeweiligen 
Probenbezeichnungen dargestellt  
  
Abbildung 18: SDS-PAGE der DRMs aus Ejakulatspermien, zur Verdeutlichung des Ursprungs der 
verschiedenen Probenfraktionen ist im rechten Bildrand der zugehörige Dichtegradient mit den jeweiligen 
Probenbezeichnungen dargestellt 
4.2.5.1  Identifizierung von Proteinen mittels Trypsinverdau und MALDI-TOF MS 
Da sich die Proteinbanden der SDS-PAGE mit etwa 15-17 kDa im Massenbereich der 
sogenannten Spermadhäsine befanden, wurde versucht, mittels Trypsinverdau und 
anschließender massenspektrometrischer Analyse der dabei entstehenden Peptide die Proteine 
zu identifizieren. Für die in Abbildung 18 mit dem roten Pfeil versehene Proteinbande 
konnten Peptide mit den folgenden Massen gefunden werden: 
1. Peptid: DSHHPASSFNVYFYGIPQGAK, m/z 2322 
2. Peptid: NYSGWISYYK, m/z 1280 
3. Peptid: AGPDNFLK, m/z 861 
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4. Peptid: EYLEVR, m/z 808 
Diese Peptidmassen ließen sich mittels einer Datenbanksuche dem Protein AQN-3 zuordnen, 
das zur Proteinfamilie der Spermadhäsine gehört. 
4.3 Analyse detergenzresistenter Membrandomänen (DRMs) aus Seminalplasma 
4.3.1 Elektronenmikroskopische Untersuchung des Pellets nach der 
Ultrazentrifugation 
In einer Ultrazentrifugation wurde ein gelartiges Pellet aus dem Seminalplasma angereichert. 
Eine elektronenmikroskopische Untersuchung dieses Pellets zeigte vesikelartige Strukturen 
mit einem Durchmesser von 50 bis 200 nm (Abbildung 19). Diese Pellets wurden für die 
Präparation detergenzresistenter Membrandomänen verwendet. 
  
Abbildung 19: Aufnahmen mit dem Transmissionselektronenmikroskop der aus Seminalplasma 
gewonnenen, gelartigen Pellets. Deutlich sichtbar sind vesikelartige Strukturen mit einem Durchmesser 
von etwa 50-200 nm. 
4.3.2 Dichtegradienten nach der Ultrazentrifugation 
Für die DRM-Präparation wurde das aus dem Seminalplasma isolierte gelartige Pellet 
eingesetzt. In den Gradienten dieser DRM-Präparation waren nach der Ultrazentrifugation 
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keine Trübungen sichtbar. Für die Analyse wurden daher 1,5 ml-Fraktionen des Gradienten 
abgenommen (Fraktion 1-9, von oben nach unten). 
 
Abbildung 20: Dichtegradienten der DRM-Präparationen aus den gelartigen Pellets des Seminalplasmas 
nach der Ultrazentrifugation. 
4.3.3 Lipid- und Proteinanalytik der Seminalplasmaproben 
Tabelle 23 zeigt die Kontrollwerte der Seminalplasmaproben. Beim reinen Seminalplasma 
fiel der hohe Proteingehalt in Relation zum Lipidgehalt auf, der zumeist recht niedrig war. 
Nach der Anreicherung des Pellets in der Ultrazentrifugation war der Lipidgehalt deutlich 
erhöht, wobei durch die Beschaffenheit des gelartigen Pellets möglicherweise nicht alle 
Lipide komplett extrahiert werden konnten, auch wenn versucht wurde, das Pellet mithilfe 
mechanischer Bearbeitung durch Pipettieren und mit den Lösungsmitteln möglichst gut 
aufzulösen. Der Proteingehalt ließ sich aufgrund der hohen Viskosität der Probe nicht für 
diese Proben bestimmen. 
Tabelle 23: Lipid- und Proteinkonzentrationen sowie Cholesterol zu Phospholipid- und Gesamtlipid zu 
Proteinverhältnis in den Kontrollen der Seminalplasmaproben 
Probe (n) CHO [nmol/µl] PL [nmol/µl] C/P Protein [µg/µl] Lipid/Protein [nmol/µg] 
Seminalplasma (2) 0,06 ± 0,03 0,18 ± 0,11 0,38 ± 0,08 54 ± 16 0.004 ± 0,001 
Gelartiges Pellet (2) 0,76 ± 0,02 1,02 ± 0,03 0,74 ± 0,04 nd nd 
In den anderen Fraktionen ließen sich nach der Ultrazentrifugation keine oder nur sehr 
geringe Lipidmengen finden, die sich an der unteren Grenze der Bestimmbarkeit mittels der 
verwendeten Methode befanden (Amplex-Kit, siehe 3.10.3). Der Proteingehalt war im 
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gesamten Gradienten gleichbleibend und lag bei 42 ± 10 µg / µl, entsprach also im Rahmen 
der Messgenauigkeit dem Proteingehalt des reinen Seminalplasmas. 
Tabelle 24: Proteinkonzentration in den Fraktionen der Dichtegradienten der Triton X-100 behandelten 
gelartigen Pellets nach der Ultrazentrifugation. 
Probe (n) Protein [µg/µl] 
Fraktion 1 (2) 0 
Fraktion 2 (2) 0 
Fraktion 3 (2) 0 
Fraktion 4 (2) 0 
Fraktion 5 (2) 0,1 ± 0,1 
Fraktion 6 (2) 3,1 ± 0,9 
Fraktion 7 (2) 4,9 ± 1,9 
Fraktion 8 (2) 5,6 ± 2,9 
Fraktion 9 (2) 6,2 ± 3,1 
In Tabelle 24 sind die Proteinkonzentrationen der Dichtegradienten der Pellets nach der 
Ultrazentrifugation dargestellt. Bei den Werten fiel auf, dass sich in den untersten vier 
Fraktionen das meiste Protein befand, während sich im oberen Bereich des Gradienten kein 
Protein finden ließ. Die gemessenen Cholesterol- und Phospholipidwerte lagen unterhalb der 
jeweiligen Detektionsgrenze der angewendeten Methode und wurden daher nicht ausgewertet. 
4.3.4 Lipidanalyse der Seminalplasmaproben mittels 31P-NMR 
Bei den Seminalplasmaproben war nur in den Pellets, die in der ersten Ultrazentrifugation 
entstanden, ausreichend Phospholipid enthalten, um eine 31P-NMR-Spektroskopie 
durchzuführen. Dabei ließ sich in beiden Proben kein Phosphatidylinositol messen. Dafür 
wurde in den Proben Phosphatidylserin gefunden, mit einem Anteil von ungefähr 10% 
(Tabelle 25). Die Anteile an Phosphatidylethanolamin und Sphingomyelin unterschieden sich 
sehr stark zwischen den Proben der beiden untersuchten Eber, die Probe von Max 27 enthielt 
deutlich mehr GPE (64% gegenüber 14%), während sich bei der Probe von Eber Max 46 die 
Verhältnisse fast umdrehten (59% SM gegenüber 25% SM bei Max 27). Im 
Seminalplasmapellet von Max 27 ließ sich außerdem mehr plasmGPC finden als bei Max 46, 
während das Seminalplasmapellet von Max 46 mehr etherGPC enthielt. 
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Tabelle 25: Mittels 31P-NMR ermittelter prozentualer Anteil der Phospholipidklasssen am 
Gesamtphospholipidgehalt im Seminalplasma (Pellet) 
Pellet von GPE [%] SM [%] GPC [%] PS [%] etherGPC [%] diacylGPC [%] plasmGPC [%] etherGPE [%] plasm GPE [%] 
 
- bezogen auf Gesamtlipidgehalt - - bezogen auf GesamtGPC - - bezogen auf GesamtGPE - 
Max 27 64 25 11 14 26 42 32 62 38 
Max 46 14 59 16 9 45 45 10 50 50 
 
4.3.5 Lipidanalyse der Seminalplasmaproben (Pellets) mittels MALDI-TOF MS 
Auch für die Seminalplasmaproben wurde die genaue Lipidzusammensetzung mittels 
MALDI-TOF MS untersucht.  Dabei war nur in den gelartigen Pellets ausreichend Lipid 
enthalten, um ein auswertbares Spektrum zu erzeugen. Außerdem befand sich in den 
Gradientenproben störendes Triton-X 100 (siehe Einleitung Abschnitt 2.6), das die Messung 
verfälscht hätte. Die Positiv-Ionen-Spektren der beiden Eber ähnelten sich hierbei sehr stark 
(Abbildung 21). In den Spektren ließen sich für Eber typische Lipide finden, bei denen die 
SMs und die diacylGPCs und etherGPCs dominierten: Gesättigte SMs (SM 2x 16:0 und SM 
2x 18:0) und GPCs und GPE mit (mehrfach-)ungesättigten Fettsäureresten. Von den vor allem 
bei den Ejakulatspermien sehr prominenten Banden bei m/z = 792,6, 794,6, 814,6 und 816,6 
des GPC 16:0 alkyl/22:6 acyl bzw. des GPC 16:0 alkyl/22:5 acyl ließ sich im 
Seminalplasmapellet nur eine sehr kleine Bande bei m/z = 816,5 finden. 
 
Abbildung 21: Positiv-Ionen MALDI-TOF Massenspektren (DHB) der gelartigen Pellets aus dem 
Seminalplasma der Eber Max 27 und Max 46 nach der ersten Ultrazentrifugation 
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4.3.6 Proteinanalyse der Seminalplasmaproben (Gradientenproben) mittels SDS-
PAGE 
Auch bei den Gradientenproben aus dem Seminalplasma der Eberspermien ließen sich in der 
SDS-PAGE im Bereich von etwa 15-17 kDa sehr deutliche Proteinbanden finden (Abbildung 
22). 
 
Abbildung 22: SDS-PAGE der Gradientenproben des Seminalplasmas, rechter Rand des Gels: Bande c 
der DRMs von Spermien von Max 27 als Vergleich, rechter Bildrand: Gradient mit dem untersuchten 
Gradientenbereich 
4.4 DRM-Präparation aus Nebenhodenspermien nach Kontakt mit Seminalplasma 
4.4.1 Motilität und Vitalität der Nebenhodenspermien mit und ohne Kontakt mit 
Seminalplasma und nach Lagerung bei verschiedenen Temperaturen 
Für die Versuche wurden die Spermien aus den Nebenhoden von vier Ebern gepoolt. In 
Tabelle 26 sind die Motilitäts- und Vitalitätsdaten der Nebenhodenspermien nach 
verschiedenen Behandlungmethoden dargestellt. Nach Isolierung aus der Cauda des 
Nebenhodens besaßen die Spermien direkt nach dem Präparieren im HBS-Puffer eine 
Motilität von 50% und einen Anteil von 40% progressiv motiler Spermien. Nach Kontakt mit 
Seminalplasma und 30-minütiger Inkubation bei 38°C stieg in allen Proben die Motilität auf 
70% und die progressive Motilität auf 52%. Eine Lagerung über 48 Stunden bei 16°C 
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reduzierte die Motilität wieder auf 53% motile und 35% progressiv motile Spermien. Das 
Vorhandensein von Seminalplasma beeinflusste die Motilität nach 16°C-Lagerung nicht. 
Jedoch ließen sich in der Probe ohne Seminalplasmakontakt mit dem Flowcytometer mehr 
vitale Spermien feststellen (73% ohne gegenüber 41% mit Seminalplasmakontakt). Anders 
gestalteten sich die Daten nach 4°C-Lagerung über 48 Stunden. Bei diesen Proben wirkte sich 
der Kontakt mit Seminalplasma negativ auf die Motilität der Spermien aus, sodass die 
Motilität der Nebenhodenspermien ohne Seminalplasmakontakt mit 47% höher war als bei 
den Spermien mit Seminalplasmakontakt (31%). Auch die Vitalität der Spermien ohne 
Seminalplasmakontakt lag mit 71% über den Werten der Spermien mit Seminalplasmakontakt 
(41%). Insgesamt waren die Motilitätswerte nach 4°C-Lagerung gegenüber der höheren 
Lagerungstemperatur reduziert, während sich bei den Vitalitätsdaten kein Unterschied 
feststellen ließ. Die Herkunft des Seminalplasmas, d. h. der Donoreber, beeinflussten die 
Motilität und Vitalität der Spermien nicht. 
Tabelle 26: Motilitäts- und Vitalitätsdaten der Nebenhodenspermien nach verschiedenen Behandlungen: 
direkt nach der Isolierung aus dem Nebenhoden nur in HBS-Puffer, nach 30 Minuten Inkubation bei 38°C 
mit Seminalplasma, nach 48 Stunden Lagerung bei 16°C bzw. 4°C mit und ohne Seminalplasmakontakt 
(SP = Seminalplasma) 
Behandlung der Spermien (n) Motile Spermien [%] Progressiv motile Spermien [%] Vitale Spermien [%] 
Nebenhodenspermien in HBS (1) 49 40 nd 
30 min bei 38°C Inkubation mit SP (4) 70 ± 7 52 ± 7 nd 
48 h Lagerung bei 16°C ohne SP (1) 52 38 73 
48 h Lagerung bei 16°C mit SP (4) 54 ± 3 34 ± 10 41 ± 6 
48 h Lagerung bei 4°C ohne SP (1) 47 26 71 
48 h Lagerung bei 4°C mit SP (4) 31 ± 3 8 ± 2 41 ± 2 
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4.4.2 Dichtegradienten der Nebenhodenspermien mit Seminalplasmakontakt nach der 
Ultrazentrifugation 
 
Abbildung 23: Dichtegradienten der DRM-Präparation aus Nebenhodenspermien mit und ohne Kontakt 
mit Seminalplasma (SP = Seminalplasma). In den Gradienten der Nebenhodenspermien mit 
Seminalplasmakontakt sind im mittleren Dichtebereich wenige schwache Banden sichtbar und eine 
flockige Trübung im unteren Bereich (d) des Gradienten. Das Bandenmuster der Nebenhodenspermien 
ohne Seminalplasmakontakt (rechts) weicht deutlich davon ab. 
In den Dichtegradienten der DRM-Präparationen aus Nebenhodenspermien, die Kontakt mit 
Seminalplasma hatten, war eine flockige Trübung im unteren Dichtebereich des Gradienten 
sichtbar (ab einer Dichte von 1,14 g / cm3). Zudem ließen sich vereinzelt sehr feine Banden 
bei einer Dichte von 1,11 g / cm3 - 1,12 g / cm3 finden. Das Bandenmuster unterschied sich 
deutlich von den Bandenmustern der Ejakulatspermien (Abbildung 14) sowie der 
Nebenhodenspermien ohne Seminalplasmakontakt. 
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4.4.3 Lipid- und Proteinmengen der Nebenhodenspermien mit Seminalplasmakontakt 
Die Lipid- und Proteinmengen in den gewaschenen Nebenhodenspermien unterschieden sich 
nicht zwischen den mit Seminalplasma behandelten Proben und denen ohne Behandlung 
(Tabelle 27). Sie fielen insgesamt etwas geringer aus, als bei den zuvor gemessenen 
Nebenhodenspermien (Tabelle 14). 
Tabelle 27: Lipid- und Proteinmengen sowie Cholesterol zu Phospholipid- und Lipid zu 
Proteinverhältnisse in den gewaschenen Spermienproben der Nebenhodenspermien mit und ohne Kontakt 
mit Seminalplasma 
Probe (n) 
CHO pro 1 Mio 
Spermien [nmol] 
PL pro 1 Mio 
Spermien [nmol] 
CHO/PL 
[nmol/nmol] 
Protein pro 1 Mio 
Spermien [µg] 
Lipid/Protein 
[nmol/µg] 
Nebenhodenspermien 
ohne SP (1) 0,47 1,09 0,44 5,3 0,30 
Nebenhodenspermien 
mit SP (4) 0,44 ± 0,05 1,03 ± 0,11 0,43 ± 0,03 4,9 ± 0,9 0,31 ± 0,05 
In den Banden a und b ließen sich bei den mit Seminalplasma behandelten 
Nebenhodenspermien keine bzw. kaum Lipide und Proteine finden, wohingegen bei den 
unbehandelten Nebenhodenspermien Lipide und Proteine gemessen werden konnten (Tabelle 
28). Bei den anderen beiden Banden (c und d) lassen sich im Rahmen der Messgenauigkeit 
keine Unterschiede in den Lipid- und Proteinmengen zwischen den mit Seminalplasma 
inkubierten Nebenhodenspermien und den unbehandelten Nebenhodenspermien finden. 
Tabelle 28: Lipid- und Proteinmengen sowie Cholesterol zu Phospholipid- und Lipid zu 
Proteinverhältnisse in den isolierten Bereichen der DRM-Gradienten. Angegeben sind die absoluten 
Mengen in den Banden bzw. isolierten Fraktionen. 
Probe (n) Cholesterol [nmol] Phospholipid [nmol] 
CHO/PL 
[nmol/nmol] Protein [mg] Lipid/Protein [nmol/µg] 
Bande a ohne SP (1) 122 305 0,40 97 4,38 
Bande a mit SP (4) 0 ± 0 14 ± 7 0,00 ± 0,00 0 ± 0 0,00 ± 0,00 
Bande b ohne SP (1) 93 293 0,32 148 2,60 
Bande b mit SP (4) 2 ± 4 33 ± 13 0,04 ± 0,08 31 ± 44 6,08 ± 8,12 
Bande c ohne SP (1) 55 127 0,43 105 1,74 
Bande c mit SP (4) 48 ± 27 250 ± 137 0,21 ± 0,11 370 ± 298 1,19 ± 1,03 
Bande d ohne SP (1) 139 570 0,24 819 0,87 
Bande d mit SP (4) 134 ± 28 409 ± 126 0,38 ± 0,26 966 ± 391 0,68 ± 0,40 
4.4.4 31P-NMR Analyse der Nebenhodenspermien mit Seminalplasmakontakt 
Um zu überprüfen, ob der Seminalplasmakontakt in den Nebenhodenspermien die Anteile der 
unterschiedlichen Lipidklasssen verändert hatte, wurden diese Proben mittels 31P-NMR 
analysiert. Wegen der recht geringen Lipidkonzentrationen wurden die Banden a – c vor der 
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NMR-Messung vereinigt, um sie der Messung zugäglich zu machen und auswertbare 
Ergebnisse zu erhalten. 
Tabelle 29: Mittels 31P-NMR bestimmter prozentualer Anteil der Lipidklassen am Gesamtlipidgehalt der 
gewaschenen Spermien, der vereinigten Banden a bis c der Dichtegradienten und der Bande d der 
Dichtegradienten von den Nebenhodenspermien mit und ohne Seminalplasmakontakt 
Probe (n) GPE [%] SM [%] GPC [%] PI [%] 
NH, nativ (1) 11 20 56 0 
NH + SP, nativ (4) 14 ± 4 23 ± 3 53 ± 1 0 
NH, Bande a-c (1) 14 37 41 8 
NH + SP, Bande a-c (4) 28 ± 11 15 ± 11 57 ± 1 0 
NH, Bande d (1) 13 23 63 1 
NH + SP, Bande d (4) 20 ± 5 19 ± 4 49 ± 6 0 
Der Gehalt an GPE war in den mit Seminalplasma behandelten Nebenhodenspermien 
gegenüber den Nebenhodenspermien ohne eine vorhergehende Inkubation mit Seminalplasma 
etwas erhöht (Tabelle 29). Auch in den Banden war der GPE-Gehalt nach 
Seminalplasmabehandlung etwas höher. Der Gehalt an SM in den Banden a – c verhielt sich 
gegenläufig dazu und nahm nach Seminalplasmakontakt ab. Allerdings wichen die 
Nebenhodenwerte ohne Seminalplasmabehandlung auch etwas von denen der anderen 
Nebenhodenmessungen ab (siehe Tabelle 18 und Tabelle 20). Es ist aber zu beachten, dass 
auch das Bandenmuster der Kontrollproben des Seminalplasmainkubationsversuchs von dem 
der anderen Dichtegradienten abwich (vgl. Abbildung 14 und Abbildung 23). Daher wurden 
die Werte aus diesem Versuch nicht mit den Werten der anderen Nebenhodenspermienproben 
gemischt. 
Im Gegensatz zu den vorherigen Ergebnissen wurden in den Banden der 
Nebenhodenspermien dieses Inkubationsversuchs auch geringe Menge an PI gefunden, 
allerdings nur in der Kontrollprobe, nicht in den mit Seminalplasma inkubierten Proben. 
Tabelle 30: Mittels 31P-NMR bestimmter prozentualer Anteil der einzelnen GPCs und GPEs bezogen auf 
den Gesamtgehalt der jeweiligen Lipidklasse der gewaschenen Spermien, der vereinigten Banden a bis c 
der Dichtegradienten und der Bande d der Dichtegradienten von den Nebenhodenspermien mit und ohne 
Seminalplasmakontakt 
Probe (n) etherGPC [%] diacylGPC [%] plasmGPC [%] etherGPE [%] plasmGPE [%] 
NH, nativ (1) 47 46 7 15 85 
NH + SP, nativ (4) 50 ± 17 14 ± 8 37 ± 23 17 ± 13 83 ± 13 
NH, Bande a-c (1) 40 36 24 66 34 
NH + SP, Bande a-c (4) 55 ± 3 14 ± 10 31 ± 9 47 ± 21 52 ± 23 
NH, Bande d (1) 2 82 16 23 77 
NH + SP, Bande d (4) 48 ± 9 26 ± 15 25 ± 6 35 ± 7 65 ± 7 
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In Tabelle 30 sind die Anteile der verschiedenen GPCs und GPEs in den Proben dargestellt. 
Nach Seminalplasmakontakt wurde der Gehalt an diacylGPC geringer. Der Gehalt an 
plasmGPC nahm durch den Seminalplasmakontakt zu. Das Verhältnis von etherGPE und 
plasmGPE veränderte sich nach Seminalplasmakontakt nicht. 
Bei den Banden gab es ebenfalls Unterschiede hinsichtlich der einzelnen GPCs zwischen den 
Proben mit und ohne Seminalplasmakontakt. So nahm nach Seminalplasmakontakt der Gehalt 
an etherGPC zu und der Gehalt an diacylGPC ab, vor allem bei der Bande d. Bezieht man 
allerdings die bereits zuvor gemessenen Werte der Nebenhodenspermien mit ein, scheinen die 
Werte insgesamt recht variabel zwischen den verschiedenen Nebenhodenspermienproben. Der 
Anteil der beiden verschiedenen GPEs veränderte sich im Rahmen der Messgenauigkeit nicht. 
4.4.5 Proteinanalyse der Nebenhodenspermien mit Seminalplasmakontakt mittels 
SDS-PAGE 
Die SDS-PAGE sollte überprüfen, ob sich in den DRMs der mit Seminalplasma inkubierten 
Nebenhodenspermien ähnlich Bandenmuster finden ließen, wie bei den Ejakulatspermien. 
Auch bei diesen Proben ließen sich in der SDS-PAGE Proteinbanden im Bereich von 15-17 
kDa finden (Abbildung 24). Die weiteren Proben konnten aufgrund zu geringer 
Proteinmengen nicht analysiert werden. 
 
Abbildung 24: SDS-PAGE der DRMs aus Nebenhodenspermien, die mit Seminalplasma inkubiert wurden 
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4.5 Kälteverträglichkeit von Eberspermien 
4.5.1 Reaktion von Eberspermien verschiedener Individuen auf die Lagerung bei 
tiefen Temperaturen 
Eberspermien verschiedener Individuen einer Besamungseberstation wurden hinsichtlich ihrer 
Reaktion auf die Lagerung bei 4°C im Vergleich zur herkömmlichen Lagerung bei 16°C 
getestet. Die folgenden Diagramme zeigen die Werte der getesteten Ejakulate in den 
verschiedenen Spermienparametern (progressive Motilität nach 24, 48 und 72 Stunden, 
Thermoresistenztest nach 48 Stunden, Anteil der Kopfkappendefekte nach 72 Stunden, Anteil 
membranintakter Spermien nach 48 Stunden und Keimzahlbestimmung nach 48 Stunden) 
jeweils im Vergleich nach 16°C- und 4°C-Lagerung.  
a) progressive Motilität nach 24 Stunden Lagerung b) progressive Motilität nach 48 Stunden Lagerung 
c) progressive Motilität nach 72 Stunden Lagerung d) progressive Motilität nach 48 Stunden Lagerung 
(Thermoresistenztest – 300 min bei 38°C) 
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 e) Kopfkappendefekte nach 72 Stunden Lagerung f) Anteil membranintakter Spermien nach 48 Stunden Lagerung 
Abbildung 25: Die Abbildungen a-f zeigen Boxplots der verschiedenen Spermienparameter der 
Eberspermien, die bei 16°C bzw. 4°C gelagert wurden (n = 64), gezeigt wird a) die progressive Motilität 
nach 24 Stunden Lagerung, b) die progressive Motilität nach 48 Stunden Lagerung, c) die progressive 
Motilität nach 72 Stunden Lagerung, d) ein Thermoresistenztest (300 Minuten bei 38°C) nach 48 Stunden 
Lagerung, e) die Kopfkappendefekte nach 72 Stunden Lagerung und f) der Anteil membranintakter 
Spermien nach 48 Stunden Lagerung. Man sieht stehts deutliche Unterschiede dieser verschiedenen 
Qualitätsparameter zwischen beiden Lagerungstemperaturen. 
In den Boxplots der verschiedenen Spermienparameter (Abbildung 25 a)-f)) sieht man 
jeweils einen deutlichen Unterschied zwischen den bei 16°C und den bei 4°C gelagerten 
Proben. Die bei der niedrigeren Temperatur gelagerten Spermien waren im Mittel qualitativ 
schlechter. Der Unterschied zwischen beiden Lagerungstemperaturen war in den untersuchten 
Parametern stark signifikant (Wilcoxon, n = 64, p < 0,001). Bei den Motilitätsdaten gab es 
allerdings stets einige Ausreißer, die bei beiden Temperaturen nahezu die gleichen 
Motilitätswerte zeigten, zumeist waren dies bei den verschiedenen Parametern auch die 
gleichen Ejakulate. Die Streuung innerhalb einer Probengruppe war bei den bei 4°C 
gelagerten Proben stets größer als in den Kontrollgruppen der 16°C-Lagerung. Nur beim 
Themoresistenztest streuten auch die 16°C gelagerten Ejakulate recht stark. Zudem ließ sich 
beobachten, dass die Unterschiede in der progressiven Motilität zwischen beiden 
Lagerungstemperaturen über den Lagerungszeitraum hinweg zunahmen. 
Die Keimbelastung der verdünnten Ejakulate (Abbildung 26) war in den bei 16°C gelagerten 
Proben signifikant höher als bei der niedrigeren Lagerungstemperatur (Wilcoxon, n = 64, p < 
0,05). 
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Abbildung 26: Keimbelastung der verdünnten Ejakulate nach 48 Stunden Lagerung. Es waren deutlich 
mehr Proben nach der Lagerung bei 16°C mit Keimen belastet. Nach der Lagerung bei 4°C konnten nur 
in einer Probe Keime detektiert werden – die zugehörige 16°C-Proben war ebenfalls kontaminiert. 
4.5.2 Reaktion verschiedener Ejakulate ausgewählter Eber auf die Lagerung bei tiefen 
Temperaturen 
In einem Zeitraum von 6 bis zu 16 Monaten wurden mindestens sieben Eberejakulate von 
acht ausgewählten Individuen wiederholt untersucht. Dafür wurden die flüssigkonservierten 
Spermien parallel bei 16°C bzw. 4°C gelagert und ihre Motilität und progressive Motilität 
nach 24, 48 und 72 Stunden untersucht. Die Motilitäten und progressiven Motilitäten der 
einzelnen Eber sind in den folgenden Diagrammen (Abbildung 27 und Abbildung 28) 
dargestellt: 
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Abbildung 27: Motilitätsdaten von Eberspermien mehrerer Ejakulate einzelner Individuen nach 
Lagerung bei verschiedenen Temperaturen; signifikante Motilitätsunterschiede (Wilcoxon exakt, n ≥ 7, p 
< 0,05) zwischen beiden Lagerungstemperaturen sind mit Sternchen (*) markiert. Die Motilität war nach 
4°C-Lagerung stets geringer als nach 16°C-Lagerung. 
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Abbildung 28: Progressive Motilitätsdaten von Eberspermien mehrerer Ejakulate einzelner Individuen 
nach Lagerung bei 16°C bzw. 4°C; signifikante Motilitätsunterschiede (Wilcoxon exakt, n ≥ 7, p < 0,05) 
zwischen beiden Lagerungstemperaturen sind mit Sternchen (*) markiert. Die progressive Motilität war 
nach 4°C-Lagerung stets geringer als nach 16°C-Lagerung. 
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In Tabelle 44 (siehe Anhang) und den Diagrammen in Abbildung 27 und Abbildung 28 findet 
man die Motilitätsdaten ausgewählter Eber, die aus mindestens sieben unabhängigen 
Ejakulaten dieser Eber gesammelt wurden. Man sieht eine deutliche Streuung in der Reaktion 
auf die Lagerung bei 4°C im Vergleich zur Lagerung bei 16°C, aber bei allen Werten waren 
stets die Motilität und die progressive Motilität nach Lagerung bei 4°C geringer als nach 
Lagerung bei 16°C. Allerdings zeigten die Ejakulate von Eber Max 27 relativ geringe 
Unterschiede in der Motilität zwischen den beiden Lagerungstemperaturen. Auch bei den 
Spermien von Eber Max 61 waren die Unterschiede zwischen beiden Temperaturen eher 
gering. Die Spermien von Eber Max 46 und Eber Max 39 reagierten besonders empfindlich 
auf die Lagerung bei 4°C und zeigten die größten Motilitätsunterschiede zwischen beiden 
Lagerungstemperaturen. Statistisch ließ sich kein Unterschied in den Motilitätswerten bei den 
16°C-Proben zwischen allen Ebern finden (Kruskal-Wallis-Test bei unabhängigen 
Stichproben, Motilität nach 24 Stunden p < 0,29; nach 48 Stunden p < 0,52; nach 72 Stunden 
p < 0,19), während sich diese Werte bei den 4°C-Proben in Abhängigkeit vom Eber 
signifikant unterscheiden (Kruskal-Wallis-Test bei unabhängigen Stichproben: Motilität nach 
24 Stunden p < 0,002; nach 48 Stunden p < 0,003; nach 72 Stunden p < 0,0005). Beim 
Vergleich der Motilitätswerte in Abhängigkeit von der Temperatur für die einzelnen Eber 
besteht bei den meisten Ebern ein signifikanter Unterschied zwischen den Werten in 
Abhängigkeit von der Lagerungstemperatur (Wilcoxon exakt, n ≥ 7, p < 0,05). Diese 
Signifikanzen sind mit * in Abbildung 27 und Abbildung 28 gekennzeichnet. Wie aus den 
Diagrammen ersichtlich, ließen sich auch bei den Ebern Max 27 und Max 61 teilweise 
signifikante Unterschiede der Werte zwischen beiden Lagerungstemperaturen feststellen. 
Diese sind auf die recht geringen Standardabweichungen zurückzuführen – die absolute 
Differenz zwischen beiden Lagerungstemperaturen war bei den Ebern Max 27 und Max 61 
trotzdem deutlich geringer als bei den anderen Ebern. Bei diesen wiederum ließen sich 
teilweise keine signifikanten Unterschiede zwischen beiden Lagerungstemperaturen 
feststellen, auch wenn die Differenzen zwischen den Werten beider Temperaturen deutlich 
größer waren. Dies lag an den teilweise sehr großen Standardabweichungen zwischen den 
einzelnen Messwerten, die Variation war zwischen den Einzelejakulaten recht hoch. 
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4.5.3 Präparation und Analyse detergenzresistenter Membrandomänen aus 
Eberspermien mit unterschiedlicher Kälteresistenz 
4.5.3.1 Dichtegradienten nach der Ultrazentrifugation 
Bei der Präparation von DRMs aus Spermien mit unterschiedlicher Kältetoleranz fiel bei den 
Dichtegradienten auf, dass bei den kältesensitiven Spermien (Eber Max 46) eine zusätzlich 
Bande auftrat, die bei den kälteresistenten Spermien (Eber Max 27) nicht beobachtet werden 
konnte (siehe Abbildung 29). 
Dies ließ sich bei der Wiederholung mit weiteren Ebern (Abbildung 30 und Abbildung 31) 
jedoch nicht bestätigen. Der Vergleich der Gradienten der verschiedenen Eber bei den 
unterschiedlichen Temperaturen zeigte, dass das Bandenmuster variierte. Auch die 
Wiederholungen der Eber Max 27 und Max 46 bei 4°C mit einem neuen Ejakulat zeigten kein 
identisches Bandenmuster. Allerdings war allen Gradienten gemein, dass sich die sichtbaren 
Banden im mittleren Dichtebereich bei etwa 1,11-1,14 g / cm3 befanden. 
 
Abbildung 29: Dichtegradienten von DRM-Präparationen der Spermien von ausgewählten Ebern nach 24 
Stunden Lagerung bei 16°C und 4°C. 
 95 
 
Abbildung 30: Dichtegradienten von DRM-Präparationen der Spermien von ausgewählten Ebern nach 24 
Stunden Lagerung bei 16°C 
 
Abbildung 31: Dichtegradienten von DRM-Präparationen der Spermien von ausgewählten Ebern nach 24 
Stunden Lagerung bei 4°C (die Präparationen von Max 27 und Max 46 wurden mit neuen Ejakulaten 
wiederholt) 
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Tabelle 31: Motilitätsdaten der Spermien nach 24 h, die für die Präparation der DRMs aus 
kälteresistenten und kältesensitiven Spermien verwendet wurden (Abbildung 30 und Abbildung 31 zeigen 
die zugehörigen Gradienten) 
 
Lagerung bei 16°C: Lagerung bei 4°C: 
Eber 
Motile Spermien 
[%] 
Progressiv motile 
Spermien [%] 
Motile Spermien 
[%] 
Progressiv motile 
Spermien [%] 
Max 27 (wdh.) - - 89 81 
Max 27 86 77 83 67 
Max 61 93 90 83 74 
HP 163 93 92 84 73 
HP172 78 65 64 48 
Max 25 76 70 65 59 
HP 204 91 86 81 69 
Max 46 83 78 69 59 
Max 46 (wdh.) - - 70 62 
Max 39 88 73 64 52 
4.5.3.2 Sortierung der Eber nach verschiedenen Motilitätskriterien 
Um die Eber nach ihrer Toleranz gegenüber der Lagerung bei 4°C zu sortieren, wurden sie 
nach den verschiedenen durchschnittlichen Motilitäten und progressiven Motilitäten 
gewichtet (siehe Tabellen im Anhang). Dabei wurden auch die Motilitätswerte am 
Gewinnungstag des Ejakulats mit einbezogen. Insgesamt entstand dabei die in Tabelle 32 
dargestellte Reihenfolge: 
Tabelle 32: Die kälteresistenten und kältesensitiven Eberspermien wurden nach ihren 
Motilitätsdifferenzen zwischen 16°C- und 4°C-Lagerung gewichtet (je kleiner der Wichtungswert, desto 
geringer die Motilitätdifferenz). Gezeigt ist der Gesamtdurchschnitt aller Wichtungen sowie die 
Differenzen der Motilität und der progressiven Motilität (Gesamtdurchschnitt = 2x 24h- + 48h- + 72h-
Wert), roter Wert in Klammern: Wurde nicht in die Berechnung mit einbezogen, da bei diesen Proben 
insgesamt die Motilität gering war (siehe Abbildung 27 und Abbildung 28) 
Ebername 
24h 
Durchschnitt 
Wichtung 
48h 
Durchschnitt 
Wichtung 
72h 
Durchschnitt 
Wichtung 
Gesamtdurchschnitt 
Wichtung 
Gesamtdurchschnitt 
der 
Motilitätsdifferenz 
Gesamtdurchschnitt der 
progressiven 
Motilitätsdifferenz 
Max 27 1 1 2 1,3 3,6 7,7 
Max 61 2,5 2 3,5 2,6 9,2 11,6 
HP 163 3 4 (1) 3,3 11,3 12,1 
HP172 5 3,5 3,5 4,3 11,2 15,3 
Max 25 4,5 4,5 6 4,9 12,3 16,3 
HP204 5 6,5 6,5 5,8 13,3 17,0 
Max 46 7,5 6,5 5,5 6,8 14,9 18,9 
Max 39 7,5 8 8 7,8 22,9 25,5 
Nach dieser Sortierung wurden zwei Eber (Max 27 und Max 61) als „kälteresistent“ 
eingestuft: Ihre Motilitätsdifferenz zwischen den beiden Lagerungstemperaturen betrug 
weniger als 10%. Die Differenz der progressiven Motilitäten war bei einem dieser beiden 
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Eber ebenfalls geringer als 10%, bei dem anderen mit 11,6% nur etwas höher. Die beiden 
Eber (Max 46 und Max 39), die die größten Unterschiede zwischen beiden 
Lagerungstemperaturen zeigten, wurden als „kältesensitiv“ eingestuft. Die anderen vier Eber 
ordneten sich im Mittelfeld ein, sie zeigten häufig ein recht wechselhaftes Verhalten zwischen 
den einzelnen Ejakulaten, was auch an der zumeist recht großen Standardabweichung der 
Werte deutlich wird (Abbildung 27 und Abbildung 28). 
4.5.3.3 Lipid- und Proteinverhältnisse 
Bei den Lipid- und Proteinbestimmungen (Tabelle 33 und Tabelle 34) ließen sich keine 
Unterschiede zwischen den kältesensitiven und kälteresistenten Eberspermien oder den daraus 
isolierten DRMs finden. Die Variation innerhalb der Ejakulate eines Ebers war genauso groß 
wie zwischen den Ejakualten der verschiedenen Eber. 
Tabelle 33: Cholesterol zu Phospholipid- sowie Lipid zu Proteinverhältnisse in den Kontrollproben von 
den auf Kälteempfindlichkeit untersuchten Spermien (16°C-Proben), Angabe der Einzelwerte sowie 
Mittelwerte (MW) ± Standardabweichungen (Std) 
16°C-
Proben Gewaschene Spermien Überstand 
Eber 
CHO/PL-Verhältnis 
[nmol/nmol] 
Gesamtlipid / Protein 
[nmol/µg] 
CHO/PL-Verhältnis 
[nmol/nmol] 
Gesamtlipid / Protein 
[nmol/µg] 
Max 27 0,34 0,17 0,32 0,50 
Max 61 0,27 0,19 0,17 0,76 
HP 163 0,27 0,14 0,16 0,79 
HP172 0,33 0,16 0,35 0,28 
Max 25 0,25 0,21 0,31 0,64 
HP 204 0,20 0,32 0,15 0,47 
Max 46 0,37 0,19 0,33 0,50 
Max 39 0,28 nd 0,31 0,59 
MW ± Std 0,29 ± 0,05 0,20 ± 0,06 0,26 ± 0,09 0,57 ± 0,17 
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Tabelle 34: Cholesterol zu Phospholipid- sowie Lipid zu Proteinverhältnisse in den isolierten DRM-
Banden der Dichtegradienten von den auf Kälteempfindlichkeit untersuchten Spermien (16°C-Proben), 
Angabe der Einzelwerte sowie Mittelwerte (MW) ± Standardabweichungen (Std) 
16°C-Proben Bande 1 
 
Bande 2  Bande 3 
 
Eber 
CHO/PL-
Verhältnis 
[nmol/nmol] 
Gesamtlipid / 
Protein 
[nmol/mg] 
CHO/PL-
Verhältnis 
[nmol/nmol] 
Gesamtlipid / 
Protein 
[nmol/mg] 
CHO/PL-
Verhältnis 
[nmol/nmol] 
Gesamtlipid / 
Protein 
[nmol/mg] 
Max 27 0,27 3,21 nd nd 0,26 1,77 
Max 61 0,67 1,25 0,42 3,24 0,37 2,63 
HP 163 nd 0,85 0,28 2,33 0,48 1,27 
HP172 0,27 3,57 0,21 2,64 nd nd 
Max 25 0,28 3,64 0,27 2,47 nd nd 
HP 204 0,51 2,66 0,50 1,81 0,43 2,10 
Max 46 0,28 3,09 0,25 2,21 0,29 1,55 
Max 39 0,38 4,04 0,48 2,38 0,32 1,89 
MW ± Std 0,38 ± 0,16 3,07 ± 0,91 0,34 ± 0,12 2,44 ± 0,44 0,36 ± 0,08 1,87 ± 0,47 
4.5.3.4 31P-NMR-Untersuchungen 
Um zu untersuchen, ob sich in der Zusammensetzung der Lipidklassen zwischen den 
kälteresistenten und kältesensitiven Spermien Unterschiede finden lassen, wurde sie 
mittels 31P-NMR analysiert. Die Daten der NMR-Untersuchungen befinden sich in Tabelle 35 
bis Tabelle 41. Die Anteile der unterschiedlichen Lipide unterschieden sich nicht zwischen 
kälteresistenten und kältesensitiven Eberspermien. Dies gilt ebenso für ihre Überstände 
(Tabelle 35). 
Tabelle 35: Anteile der verschiedenen Lipidklassen am Gesamtlipidgehalt in den gewaschenen Spermien 
und Überständen der kälteresistenen und kältesensitiven Spermien berechnet nach der quantitativen 
Auswertung der 31P-NMR-Analysen (alle Angaben in %), in allen Proben wurde kein PI detektiert, 
Angabe der Einzelwerte sowie Mittelwerte (MW) ± Standardabweichungen (Std) 
Probe 
(16°C-Werte) 
Spermien Überstand 
GPE SM GPC GPE SM GPC 
Max 27 22 25 53 10 34 55 
Max 61 27 21 52 12 23 65 
HP 163 25 18 53 23 23 54 
HP 172 23 20 56 21 21 57 
Max 25 25 22 53 20 25 55 
HP 204 18 24 58 27 15 58 
Max 46 19 26 56 24 21 55 
Max 39 45 6 49 12 34 54 
MW ± Std 25 ± 8 20 ± 6 54 ± 3 19 ± 6 25 ± 7 57 ± 4 
Ebenso ließen sich bei den Spermien und Überständen keine Unterschiede zwischen den 
verschiedenen GPCs und GPEs beim Vergleich der kältesensitiven und kälteresistenten 
Spermien feststellen (Tabelle 36 und Tabelle 37). 
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Tabelle 36: Verhältnisse der verschiedenen Bindungen der Fettsäurereste bei den Phosphatidylcholinen 
(GPC) in % bezogen auf den Gesamt-GPC-Gehalt in den gewaschenen Spermien und Überständen der 
kälteresistenen und kältesensitiven Spermien berechnet nach der quantitativen Auswertung der 31P-NMR-
Analysen, Angabe der Einzelwerte sowie Mittelwerte (MW) ± Standardabweichungen (Std) 
Probe  
(16°C-Werte) 
Spermien 
  
Überstand   
etherGPC diacylGPC plasmGPC etherGPC diacylGPC plasmGPC 
Max 27 60 15 25 48 3 49 
Max 61 67 8 25 56 17 26 
HP 163 57 7 37 56 8 36 
HP 172 37 38 26 41 18 41 
Max 25 50 21 29 55 7 38 
Max 204 41 17 42 60 16 24 
Max 46 45 28 26 57 6 37 
Max 39 62 5 33 54 0 46 
MW ± Std 52 ± 11 17 ± 11 30 ± 6 53 ± 6 9 ± 7 37 ± 9 
Tabelle 37: Verhältnisse der verschiedenen Bindungen der Fettsäurereste bei den 
Phosphatidylethanolaminen (GPE) in % bezogen auf den Gesamt-GPE-Gehalt in den gewaschenen 
Spermien und Überständen der kälteresistenen und kältesensitiven Spermien berechnet nach der 
quantitativen Auswertung der 31P-NMR-Analysen, Angabe der Einzelwerte sowie Mittelwerte (MW) ± 
Standardabweichungen (Std) 
Probe  
(16°C-Werte) 
Spermien 
 
Überstand  
etherGPE plasmGPE etherGPE plasmGPE 
Max 27 79 21 63 37 
Max 61 64 36 62 38 
HP 163 56 44 54 46 
HP 172 62 38 63 37 
Max 25 59 41 58 42 
Max 204 55 45 63 37 
Max 46 41 59 83 17 
Max 39 62 38 69 31 
MW ± Std 60 ± 11 40 ± 11 64 ± 9 36 ± 9 
Für die DRM-Banden ließen sich folgende Unterschiede zwischen den kältesensitiven und 
kälteresistenten Spermien feststellen: Bei den Banden der kältesensitiven Spermien fand sich 
eine leichte Erhöhung des GPE-Gehalts in der Bande a. Bei der Bande b dieser Proben war 
der GPE-Gehalt etwas niedriger im Vergleich zu den kälteresistenten Spermien. Der SM-
Gehalt verhielt sich in diesen beiden Banden gegenläufig dazu (Tabelle 38).  
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Tabelle 38: Anteile der verschiedenen Lipidklassen am Gesamtlipidgehalt in den DRM-Banden der 
kälteresistenen und kältesensitiven Spermien berechnet nach der quantitativen Auswertung der 31P-NMR-
Analysen (alle Angaben in %), Angabe der Einzelwerte sowie Mittelwerte (MW) ± Standardabweichungen 
(Std) 
Probe 
(16°C-Werte) 
Bande a  Bande b Bande c 
GPE SM GPC PI GPE SM GPC PI GPE SM GPC PI 
Max 27 31 22 34 14 6 43 44 7 19 24 53 4 
Max 61 nd nd nd nd 14 33 42 11 21 43 36 0 
HP 163 35 14 50 - 19 40 41 - 29 27 44 0 
HP 172 21 31 42 6 25 22 53 0 nd nd nd nd 
Max 25 26 33 41 0 35 15 50 0 nd nd nd nd 
HP 204 37 22 41 - 37 22 41 - 31 31 39 0 
Max 46 4 44 48 5 26 7 41 26 22 20 58 0 
Max 39 24 30 33 13 30 29 41 0 32 30 38 0 
MW ± Std 25 ± 11 28 ± 9 41 ± 6 5 ± 6 24 ± 11 26 ± 12 44 ± 5 5 ± 9 26 ± 6 29 ± 8 45 ± 9 1 ± 2 
Der stärkste Unterschied ließ sich für die Zusammensetzung der verschiedenen GPCs in allen 
Banden finden: So hatten die kälteresistenten Eber im Vergleich zu den kältesensitiven Ebern 
einen eher geringen Anteil an diacylGPC und einen höheren Anteil an plasmGPC. 
Tabelle 39: Verhältnisse der verschiedenen Glycerophosphatidylcholinen (GPC) in % bezogen auf den 
Gesamt-GPC-Gehalt in den DRM-Banden der kälteresistenen und kältesensitiven Spermien berechnet 
nach der quantitativen Auswertung der 31P-NMR-Analysen, Angabe der Einzelwerte sowie Mittelwerte 
(MW) ± Standardabweichungen (Std) 
Probe  
(16°C-Werte) 
Bande a   Bande b   Bande c   
etherGPC diacylGPC plasmGPC etherGPC diacylGPC plasmGPC etherGPC diacylGPC plasmGPC 
Max 27 52 19 29 32 18 50 52 0 48 
Max 61 - - - 54 23 23 69 0 31 
HP 163 67 0 33 49 18 33 62 0 38 
HP 172 44 33 24 40 38 22 - - - 
Max 25 59 7 33 56 2 42 - - - 
Max 204 100 0 0 86 3 11 100 0 0 
Max 46 24 62 14 32 39 29 45 25 30 
Max 39 58 34 8 51 21 28 67 0 33 
MW ± Std 58 ± 23 22 ± 23 20 ± 13 50 ± 17 20 ± 14 30 ± 12 66 ± 19 4 ± 10 30 ± 16 
Zur besseren Übersicht über die Unterschiede der verschiedenen GPCs in den DRM-Banden 
wurden die Mittelwerte aus den drei Banden gebildet, da sich die drei Banden zumeist auch 
stark in ihren Einzelwerten ähnelten, und außerdem die Quotienten der verschiedenen GPCs 
berechnet. Diese Werte sind in Tabelle 40 dargestellt: Bei den Banden der kälteresistenten 
Spermien sieht man deutlich einen geringeren Wert des diacyl-/plasmGPC-Verhältnisses. 
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Tabelle 40: prozentualer Anteil der verschiedenen GPCs am Gesamt-GPC-Gehalt und GPC-Verhältnisse, 
Angabe der Mittelwerte aus den drei DRM-Banden der 16°C-Gradienten der kälteresistenen und 
kältesensitiven Spermien (Einzelwerte der drei Banden siehe Tabelle 39) 
Mittelwerte aus 
allen 16°C-Banden 
etherGPC [%] diacylGPC [%] plasmGPC [%] diacyl-/etherGPC ether-/plasmGPC diacyl-/plasmGPC - bezogen auf den Gesamt-GPC-Gehalt - 
Max 27  45 12 42 0,31 1,08 0,30 
Max 61  62 12 27 0,22 2,30 0,44 
HP 163  60 6 34 0,12 1,73 0,17 
HP172  42 35 23 0,85 1,83 1,55 
Max 25  57 5 38 0,08 1,53 0,13 
HP204  95 1 4 0,01 26,36 0,28 
Max 46  33 42 25 1,48 1,35 1,70 
Max 39  58 18 23 0,33 2,50 0,78 
Bei den verschiedenen GPEs ließen sich für die DRM-Banden keine Unterschiede zwischen 
den kältesensitiven und kälteresistenten Spermien finden (Tabelle 41). 
Tabelle 41: Verhältnisse der verschiedenen Glycerophosphatidylethanolaminen (GPE) in % bezogen auf 
den Gesamt-GPE-Gehalt in den DRM-Banden der kälteresistenen und kältesensitiven Spermien 
berechnet nach der quantitativen Auswertung der 31P-NMR-Analysen, Angabe der Einzelwerte sowie 
Mittelwerte (MW) ± Standardabweichungen (Std) 
Probe  
(16°C-Werte) 
Bande a  Bande b  Bande c  
etherGPE plasmGPE etherGPE plasmGPE etherGPE plasmGPE 
Max 27 23 78 47 53 66 34 
Max 61 nd nd 67 33 67 33 
HP 163 72 28 66 34 nd nd 
HP 172 52 48 53 47 nd nd 
Max 25 78 22 68 32 78 22 
Max 204 - - 74 27 69 32 
Max 46 65 35 59 41 - - 
Max 39 59 41 63 38 54 46 
MW ± Std 58 ± 20 42 ± 20 62 ± 9 38 ± 9 67 ± 9 33 ± 9 
4.5.3.5 MALDI-TOF-MS 
Um die bei der 31P-NMR-Analyse gefundenen Unterschiede der GPCs zwischen den DRMS 
der kälteresistenten und kältesensitiven Spermien noch genauer untersuchen zu können, 
sollten die einzelnen GPCs mit ihren zugehörigen Fettsäureresten sowie Alkyl- und 
Alkenylresten mittels MALDI-TOF MS analysiert werden. Dabei wurden die Proben für die 
MALDI-TOF MS zuvor mittels einer Dünnschichtchromotographie getrennt. Die dabei 
entstehenden einzelnen Banden wurden abgeschabt und aus dem Kieselgel der TLC-Platte 
extrahiert. Neben der Trennung in die einzelnen Lipidklassen, sodass explizit die GPCs 
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untersucht werden konnten, wurde dadurch eine recht gute Trennung vom störenden 
Triton X-100 erreicht (siehe Einleitung, Abschnitt 2.6). 
 
  
Abbildung 32: Beispielhafte Darstellung einer Dünnschichtchromatographie und zweier MALDI-TOF 
Massenspektren (positive Ionen, DHB) der DRMs aus kälteresistenten und kältesensitiven Eberspermien. 
Für die Massenspektrometrie wurde die isolierte GPC-Bande aus der Dünnschichtchromatographie 
(Bande 4 in der Abbildung) verwendet. Bei den MALDI-Spektren sind zwei extreme Beispiele der 
analysierten DRM-Banden eines kälteresistenten und eines kältesensitiven Ebers dargestellt, um die 
Unterschiede in den Peakintensitäten zu verdeutlichen. 
In Abbildung 32 ist beispielhaft eine der Dünnschichtchromatographien dargestellt, ebenso 
wie zwei ausgewählte Massenspektren der DRMs aus kälteresistenten und kältesensitiven 
Eberspermien, bei denen die GPC-Bande der Dünnschichtchromatographie untersucht wurde. 
Für eine semiquantitative Auswertung wurden in den Massenspektren die Peakintensitäten der 
folgenden Peaks ermittelt: 
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Tabelle 42: m/z-Werte der Massenspektren und zugehörige Lipide der untersuchten GPCs und LPCs 
m/z zugehöriges Lipid 
546,3 LPC 18:0 + Na+ 
568,3 LPC 22:6 + H+ 
590,3 LPC 22:6 + Na+ 
596,3 FormylLPC 22:6 + H+ 
618,3 FormylLPC 22:6 + Na+ 
570,3 LPC 22:5 + H+ 
592,3 LPC 22:5 + Na+ 
598,3 FormylLPC 22:5 + H+ 
620,3 FormylLPC  22:5 + Na+ 
706,6 GPC 14:0/16:0 + H+ 
728,6 GPC 14:0/16:0 + Na+ 
756,6 GPC 2x 16:0 + Na+ 
790,5 GPC 16:0 alkenyl/22:6 acyl + H+ 
812,5 GPC 16:0 alkenyl/22:6 acyl + Na+ 
792,5 GPC 16:0 alkyl/22:6 acyl + H+ oder GPC 16:0 alkenyl/22:5 acyl + H+ 
794,5 GPC 16:0 alkyl/22:5 acyl + H+ 
814,5 GPC 16:0 alkyl/22:6 acyl + Na+ oder GPC 16:0 alkenyl/22:5 acyl + Na+ 
816,5 GPC 16:0 alkyl/22:5 acyl + Na+ 
Wie in Tabelle 42 ersichtlich, werden bei der Ionisierung der MALDI-TOF MS-Analyse 
H+- und Na+-Addukte gebildet. Dabei resultiert die Bildung der H+-Addukte aus der sauren 
DHB-Matrix und die Bildung der Na+-Addukte wird durch das stets in biologischen Proben 
vorhandene Na+ verursacht. 
Anhand der Intensitäten dieser Lipidpeaks wurde dann für jedes Spektrum der Anteil von  
a) Gesättigten GPCs 
b) Plasmalogenen (inklusive FormylLPCs) 
c) LPCs (inklusive FormylLPCs)   (bezogen auf den Gesamtgehalt an GPCs 
und LPCs) 
sowie 
d) FormylLPCs     (bezogen auf die Plasmalogene) 
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berechnet. Es wurden auch die Intensitäten der zugehörigen Abbauprodukte (Lysolipide) 
ermittelt, da vor allem bei den Plasmalogenen ein recht großer Anteil bereits zu Lysolipiden 
(Formyllysolipiden) abgebaut war. Dies wurde sicherlich durch die vorherige Trennung auf 
der TLC-Platte durch die sauren Gruppen der TLC-Beschichtung verursacht, wie bereits bei 
der Analyse von Bullenspermien nachgewiesen werden konnte [96]. 
Tabelle 43: Semiquantitative Auswertung der TLC-MALDI der 16°C-Proben (jeweils Banden a-c der 
DRMs vereinigt) – Angabe der prozentualen Werte der gesättigten GPCs, Plasmologenen und LPCs 
(bezogen auf den Gesamtgehalt an GPCs und LPCs) sowie des FormylLPCs (bezogen auf den 
Gesamtgehalt an Plasmalogenen und FormylLPC), die Berechnung erfolgte über die Peakintensitäten der 
Massenspektren 
Eberbezeichnun
g 
Gesättigte GPCs [%] Plasmalogene [%] LPCs [%] FormylLPC [%] 
- bezogen auf Gesamtgehalt an  
FormylLPC + Plasmalogen -  - bezogen auf Gesamtgehalt an GPC und LPC - 
Max 27 9 11 4 18 
Max 61 4 10 6 48 
HP 204 9 16 8 48 
HP 163 14 17 9 48 
Max 46 32 16 7 25 
Max 39 23 3 1 15 
Der Anteil an gesättigten GPCs bei den DRMs der kälteresistenten Eberspermien war deutlich 
geringer, als bei den DRMs der kältesensitiven Eberspermien (Tabelle 43). Bei den 
Plasmalogenen (plasmGPC) ließ sich kein eindeutiger Unterschied im Gehalt in den DRMs 
zwischen den kälteresistenten und kältesensitiven Spermien finden. Ebenso gab es zwischen 
den Gruppen auch keinen Unterschied im Gehalt an Lipidabbauprodukten (LPCs und 
FormylLPCs). 
4.5.3.6 SDS-PAGE der DRMS aus kälteresistenten und kältesensitiven Eberspermien 
Mittels SDS-PAGE sollte untersucht werden, ob es Unterschiede der 
Proteinzusammensetzung zwischen den DRMS aus kälteresistenten und kältesensitiven 
Eberspermien gab. Abbildung 33 zeigt das SDS-Gel der DRM-Proben von Max 27 
beispielhaft für alle anderen SDS-Gele der anderen Eber. Mittels der eindimensionalen SDS-
PAGE konnte kein Unterschied in den Bandenmustern zwischen den verschiedenen Ebern in 
Bezug auf die Kälteverträglichkeit ihrer Spermien festgestellt werden. Auch die 
Lagerungstemperatur veränderte das Bandenmuster nicht. Die Bande c hatte allerdings stets 
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ein von Bande a und Bande b abweichendes Muster und auch die Bodenkontrolle zeigte ein 
davon abweichendes Muster der Proteinbanden. 
  
Abbildung 33: SDS-PAGE der Gradientenproben von Eber Max 27, im Gel sind die Auftrennungen der 
Banden a-c sowie der Bodenfraktion von den Gradienten der 4°C- und 16°C-Proben dargestellt, rechts 
sind die zugehörigen Gradienten mit den entsprechenden Fraktionen gezeigt 
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5. Diskussion 
5.1 Bedeutung der DRM-Analyse für die Untersuchung von Membrandomänen in 
Säugerspermien 
Bei den getesteten Detergenzien wurde für die Präparation von DRMs aus Eberspermien 
Triton X-100 ausgewählt. Wie die Untersuchungsergebnisse zeigten, ist dieses Detergenz 
hierfür aus folgenden Gründen besonders geeignet: Nach der Behandlung mit Triton X-100 
befand sich ein Großteil der Spermienlipide im Überstand und es war auch in den späteren 
Banden ausreichend Lipid und Protein für weitere Lipid- und Proteinanalysen vorhanden. Bei 
den elektronenmikroskopischen Untersuchungen fiel auf, dass Triton X-100 zwar einen 
Großteil der Plasmamembran der Spermien ablöste, die Kernmembran aber intakt blieb. 
Damit wurde genau die Membran abgelöst, die im Fokus der Untersuchungen stand. 
Außerdem waren im Dichtegradienten nach der Ultrazentrifugation scharf abgetrennte 
Banden sichtbar, wie sie in der Literatur beschrieben werden [81, 102]. Ebenso entsprach die 
Dichte, bei der diese Banden auftraten, den Angaben der Literatur. Bei den dort beschriebenen 
diskreten Gradienten befand sich die opaleszente Bande am Übergang zwischen 5% und 35% 
(w/v) Saccharose. Die Banden dieser Untersuchungen lagen im kontinuierlichen Gradienten 
bei einer Dichte von etwa 1,13 g / cm3, was einer Saccharosekonzentration von etwa 34% 
(w/v) entspricht. Eine deutlich sichtbare Bande entstand ansonsten nur bei Anwendung des 
ionischen Detergenz Natriumcholat. Allerdings ließ sich ausschließlich für die Banden, die 
mit Triton X-100 erzeugt wurden, eine Anreicherung von PI sowie SM und zu einem 
geringeren Anteil auch GPE im Verhältnis zum GPC finden [43]. Die Anreicherung mit SM 
wird Rafts als Eigenschaft zugeschrieben [107], ebenso wie sich der erhöhte Gehalt an PI 
möglicherweise aus dem erhöhten Gehalt an Proteinen mit GPI-Anker ergibt [66]. Der 
Cholesterolgehalt war in den ersten mit Triton X-100 isolierten Banden, die für die Auswahl 
des geeigenten Detergenz durchgeführt wurden, ebenfalls leicht erhöht (Tabelle 12), d. h. es 
ließ sich relativ mehr Cholesterol aus dem eingesetzten Überstand als Phospholipid in den 
Banden finden. Im Verlauf des Projektes konnte dies bei den weiteren Untersuchungen der 
verschiedenen Spermien allerdings nicht bestätigt werden (Tabelle 17). Auch der C/P-Wert 
der DRM-Banden lag im Bereich des C/P-Wertes der Gesamtspermien (Tabelle 14 und 
Tabelle 16). In der Literatur findet man dazu ebenfalls widersprüchliche Angaben. So 
beschreiben Botto et al. [8] eine Erhöhung des Cholesterols in den DRM-Banden aus 
Eberspermien gegenüber den anderen Bereichen des Dichtegradienten, Girouard et al. fanden 
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eine Erniedrigung des Cholesterolgehalts in DRMs aus Bullenspermien gegenüber den Triton-
löslichen Fraktionen [33]. Vergleicht man allerdings bei den eigenen Untersuchungen den 
C/P-Wert des Überstandes, d. h. die mit Triton X-100 und mechanisch abgelösten 
Spermienmembranen vor der Ultrazentrifugation (inklusive der enthaltenen DRMs), mit dem 
C/P-Wert der DRM-Banden, so findet man eine Erhöhung dieses Wertes in den DRM-Banden 
gegenüber den Gesamtmembranen (mit den darin enthaltenen Triton-löslichen Anteilen und 
den DRMs). Somit scheint das Cholesterol- zu Phospholipidverhältnis in den DRM-Bereichen 
gegenüber der restlichen Spermienmembran wie erwartet erhöht, was mit den Ergebnissen 
von Botto et al. [8] an Eberspermien übereinstimmt. In den Spermien oder in den inneren 
Membranen enthaltenes Cholesterol könnte für den unerwartet hohen C/P-Wert der 
Gesamtspermien sorgen. Eine weitere Ursache für die Unterschiede in den eigenen 
Untersuchungen könnten die relativ hohen Abweichungen bei den Messwerten sein, denn die 
Standardabweichung betrug teilweise über 30% der eigentlichen Messwerte. 
In den Überständen konnten knapp 80% des gesamten Cholesterols und fast 80% des 
gesamten Phospholipids der Spermien isoliert werden (Tabelle 17). Die Werte der ersten 
Isolierungen, die für die Tests der einzelnen Detergenzien durchgeführt wurden (Tabelle 12), 
waren mit 50,4% (Cholesterolgehalt im Überstand bezogen auf die Gesamtspermien) bzw. 
68,9% (Phospholipidgehalt im Überstand) geringer. Diese Diskrepanz liegt sicherlich an der 
recht großen Streuung dieser Werte. Eine rechnerische Abschätzung der Oberflächenanteile 
der einzelnen Membranen in Spermienzellen ergab einen Anteil der Plasmamembran und 
äußerer Akrosomenmembran am Gesamtmembrangehalt der Spermien von etwa 70%. 
Vermutlich werden diese durch die Detergenzinkubation und mechanische Behandlung im 
Überstand isoliert. Dieser Wert stimmt im Rahmen der möglichen Messgenauigkeit relativ gut 
mit den Messwerten überein. 
Auch wenn es sich bei DRMs möglicherweise um nicht-native Aggregate von speziellen 
Domänen handelt [109], scheint die Methode der DRM-Isolierung geeignet, um sich der 
lateralen Inhomogenität in Spermien anzunähern. Man sollte sich bei ihrer Verwendung 
allerdings darüber im Klaren sein, dass man die erhaltenen Ergebnisse nicht mit Rafts, d. h. 
mit in unterschiedlichen räumlichen und zeitlichen Dimensionen in vivo existenten 
Strukturen, gleichsetzen kann. Es sind stets weitere Untersuchungsmethoden nötig, um die 
Existenz und Zusammensetzung von Rafts zu verifizieren. Bereits Morris et al. beschrieben, 
dass eine Isolierung von DRMs notwendig ist, um die Raftzusammensetzung zu klären, da 
dies mit mikroskopischen Methoden nicht möglich ist. Anschließend muss in weiteren 
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Untersuchungen geklärt werden, ob die DRM-Komponenten gemeinsam in Rafts auftreten 
[73]. Edidin et al. stellten fest, dass isolierte DRMs aus Liposomen die gleiche 
Zusammensetzung hatten, wie die lo-Domänen der Liposomen [21]. 
Sicherlich gibt es, wie in der Literatur für andere Zellen beschrieben [91], auch bei Spermien 
unterschiedliche Arten von Membrandomänen, die sich in ihrer Lipid- und 
Proteinkomposition sowie in ihrer zeitlichen Stabilität unterscheiden. Bei Mäusespermien 
konnten bereits drei Arten von DRMs beschrieben werden [4], wobei eine detergenzfreie 
Präparation angewendet wurde. Die eigenen Ergebnisse, bei denen häufig mehrere Banden bei 
unterschiedlichen (wenn auch nah beieinanderliegenden) Dichten auftraten, lassen ebenfalls 
vermuten, dass auch bei Eberspermien verschiedene Arten von DRMs auftreten, die durch das 
Vorhandensein unterschiedlicher Membrandomänen verursacht werden. Dass diese 
Bandenmuster nicht immer exakt die gleiche Verteilung zeigten, kann auf individuelle 
Unterschiede deuten. Wahrscheinlicher scheint der Autorin, dass diese Unterschiede auf 
Inhomogenitäten zwischen den Gradienten zurückzuführen sind, die möglicherweise trotz 
vorsichtiger Erstellung der Gradienten mit einem Gradientengießer auftraten. Mögliche 
Unterschiede in der Lipidzusammensetzung dieser verschiedenen Banden konnten mit den 
angewendeten Methoden nicht festgestellt werden. Bei den Proteinuntersuchungen mittels 
SDS-PAGE waren die Intensitäten der einzelnen Proteinbanden der untersten DRM-Bande 
des Gradienten häufig etwas anders als bei den weiter oben liegenden DRM-Banden. Dies 
deutet auf eine leicht variierte Proteinzusammensetzung. Zurzeit wird eine zweidimensionale 
Gelelektrophorese am Institut etabliert. Eine zukünftige Untersuchung von einzelnen 
DRM-Banden mittels dieser Methode könnte hierbei weitere Aufschlüsse geben. Die in ihren 
Intensitäten variablen Spots könnten anschließend mittels Trypsinverdau und 
Massenspektrometrie spezifischen Proteinen zugeordnet werden. Vermutlich ist das Spektrum 
an Membrandomänen in Eberspermien allerdings zu divers, um mittels DRM-Isolierungen 
genaue Domänen-Subtypen zu definieren. 
Bei den Lebenszeitmessungen an Eberspermien [98] wurde zunächst erwartet, zwei 
unterschiedliche Lebenszeiten für Ld- und Lo-Domänen dieser Zellen zu finden, so wie dies 
in GUVs nachgewiesen werden kann [109]. Ein solches Ergebnis konnte jedoch nicht erhalten 
werden. Vermutlich liegen mögliche verschiedene Lebenszeitwerte so dicht beieinander, dass 
sie im Spektrum nicht voneinander getrennt werden konnten. Auch in Giant plasma 
membrane vesicles (GPMVs) und anderen lebenden Zellen lässt sich nur eine breite 
Verteilung dieser Werte finden. Auch dieses Ergebnis lässt eine Vielfalt an Membrandomänen 
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in lebenden Zellen vermuten [109]. Ebenso fanden Nikolaus et al. in GPMVs deutlich 
kleinere Lebenszeitenunterschiede gegenüber GUVs mit Lipidmischungen, die für die 
Bildung von Membrandomänen sorgen [79]. 
Eine wichtige Frage bleibt, warum in den Gradienten trotz vorhandener Lipide und Proteine 
teilweise keine sichtbaren Banden entstehen. Möglicherweise ist dies auf die Größe der sich 
bildenden Micellen zurückzuführen. Bei den recht großen Aggregaten, die bei der DRM-
Isolierung entstehen, wird das Licht anders gestreut als bei kleineren Micellen aus 
Einzellipiden [97]. Vermutlich liegen in den DRMs sogar noch Bilayerstrukturen vor, die 
durch das zugesetzte Detergenz nicht zerstört werden [68]. Insofern sollten nur die durch eine 
opaleszente Trübung sichtbaren Banden als DRMs isoliert werden. 
Die Anwendung der Methode der DRM-Isolierung auf weitere Tierarten würde sich 
vermutlich recht schwierig gestalten. Die Lipidmengen, die für die anschließenden Analysen 
nötig sind, befanden sich schon bei den Eberspermien häufig nur knapp oberhalb der unteren 
Grenze der Bestimmbarkeit. Sicherlich wäre eine Analyse von gepoolten Proben mehrerer 
Individuen möglich, wie in dieser Studie auch bei den Nebenhodenspermien geschehen. 
Allerdings erscheint dies vor allem für den Zoo- und Wildtierbereich, bei dem zumeist nur 
eine geringe Anzahl an Proben verfügbar ist, nicht praktikabel. Alternativen für zukünftige 
Untersuchungen stellen sicherlich die in der Einleitung beschriebenen mikroskopischen 
Methoden dar, mit denen inzwischen Untersuchungen an Einzelzellen ebenso wie 
Einzelmoleküluntersuchungen möglich werden. Bei der Untersuchung lebender Spermien 
stellt sich dabei das Problem, dass sich die gesunden Zellen schnell fortbewegen und so das 
Mikroskopieren erschwert ist. Eine chemische Immobilisierung mit Hemmstoffen würde 
allerdings die Gefahr bergen, Zellprozesse zu stören. Während der Vorversuche zu den 
Lebenszeit-Messungen wurde eine Methode entwickelt, bei der die Spermien durch 
Einbettung in ein Agarosegel am Schwimmen gehindert werden und so immobilisiert, aber 
lebend, für die Mikroskopie zur Verfügung stehen (eigene unveröffentlichte Ergebnisse). 
Auch wenn zwischen den Spermien der verschiedenen Spezies Unterschiede in der 
Lipidzusammensetzung bestehen [27], sind allgemeine Funktionsprinzipien sicherlich 
ähnlich; so können dann, ausgehend von den DRM-Untersuchungen an Spermien von 
Nutztieren, weiterführende mikroskopische Untersuchungen an Spermien von Zoo- und 
Wildtieren, mit einem Fokus auf bedrohte Tierarten, durchgeführt werden. Die dabei 
gewonnen Erkenntnisse könnten dann dazu beitragen, die Vorgänge bei der natürlichen 
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Reproduktion besser zu verstehen, um anschließend künstliche Reproduktionstechniken zu 
verbessern. Denn diese sind heute ein wichtiger Bestandteil von Arterhaltungsprojekten. 
5.2 Veränderungen der DRMs während der Reifung im Nebenhoden und durch den 
Kontakt mit Seminalplasma 
Die Membranen von Spermien verändern sich stark während der Maturation und 
Kapazitation, obwohl keine aktive Synthese von Proteinen in ihnen stattfinden kann. Zunächst 
wurde auch vermutet, dass Spermien nicht zur aktiven Lipidsynthese fähig sind [131]. Neuere 
Ergebnisse zeigen allerdings, dass Spermien zumindest aktiv Lipide synthetisieren können 
[122]. Durch Modellierung ihrer Raftdomänen besteht für die transkriptionell inaktiven 
Spermien [36] eine Möglichkeit, auf die unterschiedlichen Anforderungen der verschiedenen 
Umgebungen und Funktionen dieser Zellen auf ihrem Weg vom Hoden bis zur Eizelle zu 
reagieren. So können Enzyme durch den Wechsel in eine andere Umgebung aktiviert werden 
oder unterschiedliche Reaktionspartner durch die Zusammenlagerung unterschiedlicher 
Raftdomänen zueinander finden [47]. Eine weitere Möglichkeit der Reaktion auf neue 
Anforderungen an die Zelle besteht auch in Änderungen der Lipidzusammensetzung dieser 
Domänen, um eine Fusion der Membranen mit anderen Membranen zu ermöglichen, wie dies 
bei der Akrosomenreaktion und der Fusion mit der Eizellmembran erforderlich ist. Aus 
diesem Grunde wurden Veränderungen der DRM-Zusammensetzung bei Spermien 
unterschiedlicher Reifestadien erwartet. 
Bei testikulären Spermien und Nebenhodenspermien aus dem Caput ist keine Kapazitation 
möglich. Es müssen also Umordnungen im Nebenhoden stattfinden, die die Spermien 
„kapazitationsbereit“ machen [11]. Bereits die Epididymosomen des Nebenhodens haben 
einen hohen Anteil an Cholesterol und SM. Dies lässt Raftstrukturen in ihnen vermuten [35]. 
In den Gradienten aus Nebenhodenspermien war bei den Caput- und Corpusspermien nur im 
obersten Gradientenbereich eine ganz schwache Trübung sichtbar. Bei den Spermien aus der 
Cauda traten dann zwei deutlich sichtbare Banden auf, die eine höhere Dichte besaßen als die 
Trübung der Gradienten von den Spermien aus den oberen Nebenhodenabschnitten. Die 
sichtbaren Banden der Ejakulatspermien traten bei der höchsten Dichte auf. Schon diese 
reproduzierbaren, sichtbaren Unterschiede lassen Veränderungen der DRMs und damit der 
Membraneigenschaften vermuten. Zusammen mit dem Postulat raftartiger Strukturen in 
Epididymosomen scheint eine Übertragung dieser Membrandomänen von diesen Vesikeln auf 
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die Spermien während der Nebenhodenpassage wahrscheinlich. Der C/P-Wert nahm in den 
Ejakulatspermien gegenüber den Nebenhodenspermien in allen Banden zu, in der Bande a 
war dieser Unterschied zwischen den Ejakulatspermien und den Cauda-Spermien signifikant 
(Tabelle 16). Der Cholesterolgehalt in den DRMs stieg gegenüber dem Phospholipidgehalt 
somit nach Seminalplasmakontakt. Der Gesamtlipidgehalt der DRMs wiederum sank im 
Verhältnis zum Proteingehalt nach der Ejakulation. Dies war für alle Banden signifikant. 
Somit werden im Verlauf der Nebenhodenpassage und beim Seminalplasmakontakt 
vermutlich Proteine in die DRMs aufgenommen oder Lipide abgegeben. In der Literatur wird 
eine Abnahme der Lipide der Spermienmembran während der Nebenhodenpassage 
beschrieben [80] und auch die eigenen Untersuchungen der Gesamtspermien zeigten eher eine 
abnehmende Tendenz im Verlauf der Reifung im Nebenhoden (Tabelle 15). Somit könnte eine 
Lipidabnahme bei der Reifung im Nebenhoden die Ursache für das sinkende Lipid zu 
Proteinverhältnis sein. Ein im Rahmen der Messgenauigkeit gleichbleibender Proteingehalt 
der Spermien der verschiedenen Stadien lässt dies ebenfalls vermuten. Allerdings sind 
natürliche Umordnungen zwischen der lo- und ld-Phase denkbar, sodass man von den 
Veränderungen der Gesamtspermien nicht direkt auf die Veränderungen in den DRMs 
schließen kann. Bezogen auf den Lipidgehalt des Überstandes nach der Detergenzbehandlung 
konnte in den DRM-Banden der Ejakulatspermien insgesamt mehr Lipid isoliert werden als in 
den DRM-Banden der Cauda-Spermien (Tabelle 17). Dies spricht für eine Aufnahme weiterer 
Proteine in die DRMs durch den Seminalplasmakontakt und lässt außerdem dahingehend 
spekulieren, dass in den Ejakulatspermien mehr Rafts vorliegen bzw. sich mehr 
Membranbereiche in der lo-Phase befinden. Da schon die quantitativen Untersuchungen des 
Proteingehalts Veränderungen andeuteten, sollte mittels SDS-PAGE untersucht werden, ob 
sich die Proteinzusammensetzung zwischen DRMS der Nebenhodenspermien und von 
Ejakulatspermien unterscheidet. 
In vergleichenden SDS-Gelelektrophoresen wurden in den DRMs der Ejakulatspermien 
Proteinbanden gefunden, die aufgrund ihrer Größe vermutlich den Spermadhesinen 
zugeordnet werden können [120]. Die Proteine dieser Familie binden sich an die Oberfläche 
der Spermienmembran. Im Falle einer Bande konnte mittels Trypsinverdau und 
anschließender MALDI-TOF MS auch ein Spermadhesin, das AQN-3, aufgrund spezifischer 
Peptidmassen verifiziert werden. In den DRMs der Nebenhodenspermien waren im SDS-Gel 
keine Proteinbanden mit entsprechender Größe sichtbar. Allerdings ließen sich in den unteren, 
klaren Bereichen der Dichtegradienten Proteinbanden mit entsprechender Größe finden. Dies 
passt zu den Angaben der Literatur, da das Vorhandensein von Spermadhesinen im 
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Nebenhoden bereits beschrieben wurde [118]. Vermutlich assoziieren die Spermadhesine 
bereits im Nebenhoden an die Spermien, binden sich aber erst bei den Ejakulatspermien an 
die Membranbereiche, die in den DRMs isoliert werden. 
Die Assoziation der Spermadhesine erfolgt möglicherweise auch über die Bindung an 
Phospholipide [118], für monomeres AQN-3 wird eine Bindung an GPE in Affinitätssäulen 
beschrieben [19]. Bei den NMR-Untersuchungen der DRMs ließ sich eine Erhöhung des 
GPE-Gehalts nach Seminalplasmakontakt feststellen. Diese Erhöhung war zwar nicht 
signifikant, zeigte aber in allen Banden die gleiche Tendenz. Somit wäre denkbar, dass nach 
der Ejakulation vermehrt GPE-Moleküle in die Membranbereiche wandern, die in DRMs 
isoliert werden. Die daran assoziierten Spermadhesine könnten dieser Bewegung dann folgen. 
Da zurzeit rekombinante Spermadhesine hergestellt werden [99], könnten für zukünftige 
Versuche Antikörper erzeugt werden, um mit Western-Blot-Analysen der DRMs aus den 
Spermien verschiedener Reifestadien das Vorhandensein dieser Proteine zu überprüfen. Auch 
eine Fluoreszenzmarkierung der nun vorliegenden Proteine bzw. ihrer Antikörper wäre 
denkbar, um dann an lebenden Spermien verschiedener Reifestadien die Verteilung der 
Spermadhesine fluoreszenzmikroskopisch zu untersuchen. 
Der Gehalt an SM sank in den DRM-Banden im Laufe der Reifung im Nebenhoden und auch 
nach Kontakt mit dem Seminalplasma. Er blieb aber stets höher als der SM-Gehalt in den 
zugehörigen Gesamtspermien. In Verbindung mit dem steigenden GPE-Gehalt könnte dies 
eher für eine Destabilisierung der DRMs sorgen, da das Verhältnis von SM zu GPE sinkt. 
Möglicherweise geschieht dies bereits in Vorbereitung auf die Kapazitation und 
Akrosomenreaktion. Vielleicht sorgen diese Veränderungen später auch im Zusammenhang 
mit dem dann folgenden Cholesterolentzug während der Kapazitation für die bereits 
beschriebene Zusammenlagerung der Rafts zu großen Raftdomänen [136]. Die 
Destabilisierung der DRM-Bereiche der Membran könnte zunächst durch stabilisierende 
Proteine des Seminalplasmas, die sich schützend auf der Spermienmembran anlagern, 
ausgeglichen werden. So wird in der Literatur beschrieben, dass sich beispielweise die 
Spermadhesine nach der Ejakulation schützend um die Kopfkappe der Spermien legen und so 
einer vorzeitigen Akrosomenreaktion vorbeugen [118]. 
In den DRMs konnte außerdem eine Zunahme des PIs im Laufe der Reifung beobachtet 
werden bzw. PI war nur in den DRM-Banden der Ejakulatspermien zu finden. Eine Ausnahme 
bildeten dabei nur die Nebenhodenspermien, die für die Inkubationsversuche mit dem 
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Seminalplasma verwendet wurden. Bei diesen wurden auch in den DRMs der Cauda-
Spermien geringe Mengen an PI gefunden. Allerdings wurden bei dieser Probe alle Banden 
für die NMR-Untersuchung gepoolt, sodass der sehr geringe PI-Anteil eventuell erst durch die 
höhere Gesamtlipidmenge sichtbar wurde. Auch diese PI-Zunahme würde für eine Zunahme 
der Proteine in den DRMs nach Kontakt mit Seminalplasma sprechen, denn sie könnte ihre 
Ursache im verstärkten Auftreten von Proteinen mit GPI-Anker haben. 
Die Gesamtspermien wurden außerdem mittels MALDI-TOF MS untersucht. In den 
Überständen und DRM-Banden war dies aufgrund des störenden Triton X-100 (siehe 
Einleitung, 2.6) nicht möglich. Bei der Analyse einzelner Lipide mittels MALDI-TOF MS ist 
zu berücksichtigen, dass verschiedene Lipide bzw. deren Ionen die gleiche Masse besitzen 
und damit einige Peaks nicht eindeutig einem bestimmten Lipid zugeordnet werden können. 
So zum Beispiel bei [GPC 16:0 alkyl/22:6 acyl + H]+ und [GPE 16:0 alkenyl/22:6 acyl-H+ + 2 
Na]+, die beide einen Peak bei m/z = 792,5 erzeugen. Mittels eines Phospholipaseverdaus 
könnte anhand der daraus gebildeten Abbauprodukte eine genaue Zuordnung erfolgen. Dies 
war jedoch aus Mangel an Probenmaterial nicht mehr realisierbar. Allerdings wurden für 
Eberspermien ihre Lipide und vor allem auch deren Abbauprodukte (Lysophospholipide) 
genau untersucht [58], sodass aus diesen Erfahrungen eine eindeutige Zuordnung mit recht 
großer Sicherheit möglich wird. 
Bei der Untersuchung der Gesamtspermien dominierten in den Massenspektren der 
Ejakulatspermien GPCs mit langkettigen, mehrfach ungesättigten Fettsäureketten, sodass im 
Gegensatz zu den Nebenhodenspermien weniger Lipide mit kürzeren, stärker gesättigten 
Ketten gefunden werden konnten. Vermutlich wurden die Lipide mit langkettigen, 
ungesättigten Fettsäuren aus dem Seminalplasma aufgenommen, obwohl in den Spektren der 
gelartigen Pellets aus dem Seminalplasma diese Lipide ebenfalls nur in sehr geringen Anteilen 
zu finden waren. Es ist aber nicht auszuschließen, dass die Lipide durch den Kontakt des 
Seminalplasmas mit seinen Originalspermien während der Ejakulation bereits in diese 
übertragen wurden. Trotz rascher Zentrifugation, die noch in der Eberstation erfolgte, konnte 
ein Kontakt über mehrere Minuten nicht vermieden werden. Diese Zeit könnte 
möglicherweise bereits für die Übertragung ausgereicht haben. Eine weitere Erklärung wäre 
die Synthese dieser Lipide durch die Ejakulatspermien, da Spermien einen aktiven 
Lipidstoffwechsel besitzen [122] und zumindest Humanspermien fähig sind, Etherlipide zu 
bilden [49]. Ebenfalls ist es denkbar, dass Lipide mit kürzeren, gesättigten Fettsäuren 
bevorzugt für den Energiestoffwechsel genutzt werden, der im Laufe der Reifung für die 
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Abnahme des Gesamtlipidgehalts der Spermien sorgt [80]. Durch diese unterschiedlichen 
Prozesse könnte das Verhältnis zwischen Lipiden mit kürzeren, gesättigten Fettsäuren und 
Lipiden mit langkettigen, ungesättigten Fettsäuren verschoben werden. Auch die NMR-Daten 
der Gesamtspermien passen zu diesen MALDI-TOF MS Daten der verschiedenen 
Reifestadien: Während der Reifung der Spermien und vor allem nach dem 
Seminalplasmakontakt sank der Gehalt an diacylGPC signifikant und der Gehalt an etherGPC 
stieg. Bei Eberspermien sind an die diacylGPCs vor allem kürzere, gesättigte Fettsäuren 
gebunden, während bei etherGPCs häufig eine der beiden gebundenen Fettsäuren langkettiger 
und ungesättigt ist [58].  
Bei den DRM-Banden konnte nur in der untersten Bande (Bande c) eine signifikante 
Abnahme an diacylGPC nach der Ejakulation beobachtet werden. Dies spricht in dieser 
DRM-Bande ebenfalls eher für die oben postulierten, destabilisierenden Prozesse der DRMs 
nach Seminalplasmakontakt, da infolgedessen der relative Gehalt an etherGPC und 
plasmGPC steigt und sich somit das Verhältnis der Fettsäurereste zu vermehrt ungesättigten 
Fettsäureresten verschiebt. 
Desweiteren ließ sich in den MALDI-TOF Massenspektren der Gesamtspermien im Laufe der 
Reifung im Nebenhoden bei den SMs eher eine zunehmende Tendenz beobachten, während 
die 31P-NMR-Ergebnisse eher eine leichte Abnahme der SMs in den reifenden 
Nebenhodenspermien und vor allem ihren DRMs zeigten. In Kongruenz zu den 
MALDI-TOF MS Ergebnissen an Gesamtspermien beschrieben Nikolopoulou et al. [80] eine 
Zunahme an SM in den Plasmamembranen von Eberspermien während der Reifung im 
Nebenhoden. Bei den Ejakulatspermien traten die Peaks SMs in den Massenspektren der 
eigenen Untersuchungen nicht mehr auf, möglicherweise wurden sie aber durch den hohen 
Anteil der GPCs unterdrückt. Eine weitere Möglichkeit wäre, dass sie ins Seminalplasma 
abgegeben wurden, denn in den gelartigen Pellets der Seminalplasmaproben konnten mehrere 
verschiedene SMs gefunden werden. 
Bei den MALDI-TOF Massenspektren ließ sich außerdem GPE (GPE 16:0 alkyl/22:5 acyl) 
detektieren, und zwar bei den Nebenhodenspermien aus dem Caput und der Cauda und bei 
den Ejakulatspermien. Bei den NMR-Untersuchungen der Gesamtspermien und der 
Überstände wurde GPE nur in den Nebenhodenspermien der Cauda und in den 
Ejakulatspermien gefunden. Außerdem stieg der GPE-Gehalt sowohl in den Gesamtspermien 
als auch in den Überständen nach Kontakt mit dem Seminalplasma signifikant (Tabelle 18). 
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In den Massenspektren konnte eine solche Tendenz nicht beobachtet werden. Der GPE-Gehalt 
schien bei diesen Spektren eher gleichbleibend. Der bei den NMR-Ergebnissen beobachtete 
GPE-Anstieg in den Spermien nach Seminalplasmakontakt passt zu den steigenden 
Tendenzen des GPE in den DRMs nach der Ejakulation. Die Ergebnisse der NMR-Analysen 
stehen aber im Widerspruch zu den Untersuchungen von Nikolopoulou et al. [80], der leicht 
sinkende GPE-Werte in den isolierten Plasmamembranen aus Nebenhodenspermien während 
der Reifung im Nebenhoden feststellte. Möglicherweise könnte diese Diskrepanz durch 
deutliche methodische Unterschiede verursacht worden sein: für die in der Literatur 
beschriebenen Versuche wurde die Plasmamembran mittels Stickstoff-Kavitation in einer 
Parr-Bombe präpariert und der Gehalt an unterschiedlichen Phospholipidklassen wurde 
mittels zweidimensionaler Dünnschichtchromatographie ermittelt. 
Bei den NMR-Untersuchungen wurden in den Nebenhodenspermien außerdem etwa 10% 
Lysolipide gefunden, in den Ejakulatspermien trat dies nicht auf. Ein besserer Schutz vor 
Lysolipiden bei Ejakulatspermien wird dem Vorhandensein von Antioxidantien (Vitamin E) 
im Seminalplasma zugeschrieben [65]. Da jedoch in den MALDI-TOF Massenspektren dieser 
Nebenhodenspermienproben keine Lysolipide gefunden wurden, handelt es sich 
möglicherweise um einen präparativen Fehler. Die genaue Ursache konnte bisher nicht geklärt 
werden, da die Probenaliquots für beide Untersuchungen gemeinsam extrahiert wurden und 
die Trennung erst am Ende der Lipidextraktion erfolgte. Vergleichende Untersuchungen zum 
Lysolipidgehalt von Nebenhoden- und Ejakulatspermien des Ebers in anderem 
Zusammenhang zeigten bisher keine Unterschiede zwischen den Spermien der verschiedenen 
Reifestadien. Es gab zwar individuelle Unterschiede im Lysolipidgehalt, der Gehalt an 
Lysolipiden war aber insgesamt mit unter 5% des gesamten GPCs sehr gering (eigene 
unveröffentlichte Ergebnisse). 
Um die Herkunft der auftretenden Veränderungen an den Spermien und vor allem ihren 
DRMs besser zu verstehen, wurde auch isoliertes Seminalplasma untersucht. Aus dem 
Seminalplasma ließ sich mittels Ultrazentrifugation ein gelartiges Pellet gewinnen. Eine 
elektronenmikroskopische Untersuchung zeigte für dieses Pellet vesikelartige Strukturen, die 
einen Durchmesser von 50 – 200 nm besaßen. Vermutlich handelte es sich daher bei diesen 
Strukturen um sogenannte Prostasomen, die mit vergleichbaren Größen in der Literatur 
beschrieben wurden [32, 106]. Auch der C/P-Wert dieser Vesikel war gegenüber dem 
C/P-Wert des gesamten Seminalplasmas erhöht. Dies könnte auf lo-Domänen in den Vesikeln 
deuten. Allerdings ließen sich in einer DRM-Präparation keine sichtbaren Banden in den 
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Gradienten erzeugen. Ursächlich dafür könnte ein insgesamt zu geringer Lipidgehalt sein, 
denn die Lipidmengen in den einzelnen Fraktionen des Saccharosedichtegradienten befanden 
sich an der unteren Detektionsgrenze der verwendeten Methoden. Einzig Proteine, die 
insgesamt in recht hohem Maße im Seminalplasma auftraten, ließen sich in den untersten vier 
Fraktion der Dichtegradienten finden. Eine SDS-PAGE zeigte anhand der Bandengrößen, dass 
es sich dabei vermutlich überwiegend um Proteine der Spermadhesinfamilie handelte. Dies 
würde den Erwartungen entsprechen, da die Spermadhesine einen Großteil der 
Seminalplasmaproteine bilden [118]. 
Mittels 31P-NMR ließ sich beim Seminalplasma in den gelartigen Pellets ein Anteil von 10% 
PS finden. Dies könnte darauf hindeuten, dass sich in den gelartigen Pellets auch 
Membranbestandteile befanden, die sich bei Spermien in der inneren Lamelle befinden. Der 
Anteil an SM schwankte bei diesen Untersuchungen zwischen den beiden Proben stark. In 
den massenspektrometrischen Analysen trat hingegen bei beiden Proben im Vergleich zu den 
Spermien ein recht hoher Anteil verschiedener SMs auf. Dies könnte ebenfalls auf die 
Existenz von Membrandomänen hindeuten. 
Nebenhodenspermien aus der Cauda wurden mit isoliertem Seminalplasma inkubiert, um zu 
versuchen, den Ejakulationsvorgang zu simulieren. Dabei erhöhte der Zusatz des 
Seminalplasmas die Motilität der Nebenhodenspermien deutlich, sodass die behandelten 
Nebenhodenspermien ähnliche Motilitätswerte zeigten wie Ejakulatspermien (70% motile 
Nebenhodenspermien mit Seminalplasma gegenüber etwa 80% motile Ejakulatspermien). 
Allerdings besaßen bereits die Dichtegradienten der mit Seminalplasma behandelten 
Nebenhodenspermen ein Bandenmuster, das sich von dem der Ejakulatspermien unterschied 
(vgl. Abbildung 14 und Abbildung 23). Auch im Vergleich zu den Gradienten der 
unbehandelten Nebenhodenspermien gab es im Bandenmuster deutliche Unterschiede. Somit 
scheinen Veränderungen an den DRMs durch den Kontakt der Nebenhodenspermien mit dem 
isolierten Seminalplasma stattgefunden zu haben, die aber nicht den Veränderungen während 
der Ejakulation entsprechen. Dass die drei Banden der Nebenhodenspermien dieses Versuchs 
(Abbildung 23, rechts) dichter beieinanderlagen als bei den übrigen Gradienten der 
Nebenhodenspermien (Abbildung 13), ist vermutlich auf Inhomogenitäten der Gradienten 
zurückzuführen. Bei den Lipid- und Proteinmengen ließen sich zwischen den mit 
Seminalplasma behandelten Nebenhodenspermien und denen ohne Behandlung keine 
Unterschiede feststellen, ebenso in den Anteilen der einzelnen Lipidklassen (Tabelle 29). Bei 
den Nebenhodenspermien mit und ohne Seminalplasmakontakt verhielt sich der Gehalt an 
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diacylGPC genauso wie zwischen Ejakulat- und Nebenhodenspermien (vgl. Tabelle 20 und 
Tabelle 30): Nach Seminalplasmakontakt wurde der Gehalt an diacylGPC geringer. Der 
Gehalt an plasmGPC nahm durch den Seminalplasmakontakt zu. 
Der Lipid- und Proteingehalt in den oberen DRM-Banden war in den mit Seminalplasma 
behandelten Nebenhodenspermien geringer als in den unbehandelten Nebenhodenspermien. 
Dass in den oberen DRM-Banden kaum Lipid und Protein gefunden wurde, steht auch im 
Gegensatz zu den Ejakulatspermien (vgl. Tabelle 16 und Tabelle 28). Beim Vergleich der 
Gehalte an GPE und SM in den DRM-Banden der behandelten und unbehandelten 
Nebenhodenspermien deuteten sich zwar die gleichen Tendenzen an wie beim Vergleich 
dieser Lipidgehalte zwischen Ejakulat- und Nebenhodenspermien (vgl. Tabelle 20 und 
Tabelle 29), dennoch sind die Unterschiede zwischen DRMs aus mit Seminalplasma 
behandelten Nebenhodenspermien und aus Ejakulatspermien so gravierend, dass davon 
ausgegangen wird, auf diesem Wege keine künstlichen „Ejakulatspermien“ erzeugt zu haben. 
Vermutlich müssen die Inkubationsbedingungen mit dem Seminalplasma verändert werden, 
beispielsweise könnte eine längere Inkubationszeit nötig sein. So wurden 
Nebenhodenspermien von Bullen für 60 Minuten bei 37°C in Seminalplasma inkubiert, um 
den Ejakulationsvorgang zu simulieren [33]. Sicherlich spielt es auch eine große Rolle, dass 
das Seminalplasma zwischen der Gewinnung und dem Inkubationsversuch mit den 
Nebenhodenspermien eingefroren wurde, da es aus technischen Gründen nicht möglich war, 
Nebenhodenspermien und Seminalplasma am gleichen Tag zu gewinnen. Der Einfrierprozess 
zerstörte dabei sicherlich wichtige Membranstrukturen. Auch der Kontakt des 
Seminalplasmas zu seinen Originalspermien kann bereits Veränderungen der 
Zusammensetzung bewirkt haben, indem Lipide von den Spermien aufgenommen oder 
abgegeben wurden. 
Die Herkunft des Seminalplasmas, d. h. vom welchem Eber dieses isoliert wurde, hatte im 
Rahmen der sehr kleinen Stichprobe keinen Einfluss auf die Ergebnisse der Untersuchung. 
In der folgenden Abbildung sind die wichtigsten Veränderungen an den Spermien, 
Überständen und vor allem den DRMs im Laufe der Nebenhodenpassage und nach dem 
Seminalplasmakontakt, die in den Untersuchungen festgestellt wurden, zusammenfassend 
dargestellt: 
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 Abbildung 34: Schematische Darstellung der Veränderungen an Eberspermien, den mit Triton-X 100 und 
mechanisch abgelösten Spermienmembranen (Überstand) und den daraus mittels Dichtegradienten-
Ultrazentrifugation isolierten DRMs während der Nebenhodenpassage und nach Kontakt mit 
Seminalplasma (C/P: Cholesterol zu Phospholipidverhältnis, L/P: Lipid zu Proteinverhältnis, Werte in 
Klammern: leichte Tendenzen, Werte ohne Klammern: Tendenzen, unterstrichene und fette Werte: 
signifikante Veränderungen) 
5.3 Individuelle Unterschiede in der Zusammensetzung der DRMs aus Eberspermien 
und die Toleranz gegenüber der Lagerung bei tiefen Temperaturen 
Bei den generell kältesensitiven Eberspermien ließen sich bei der Untersuchung der Spermien 
von 64 Ebern Individuen finden, deren Spermien eine höhere Toleranz gegenüber der 
Lagerung bei kalten Temperaturen (4°C) aufwiesen. Wiederholte Untersuchungen 
verschiedener Ejakulate ausgewählter Individuen zeigten, dass dieser Unterschied individuell 
bedingt und nicht ejakulatspezifisch zu sein scheint. Dies beschreiben auch Waterhouse et al. 
in ihrer Studie [125]. Bei unserer Untersuchung gab es zwar Eber mit wechselnder 
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Kryotoleranz (HP 172, Max 25, HP 204, HP 163), aber die Spermien einzelner Eber mit 
besonders ausgeprägter Toleranz oder Sensitivität gegenüber der Lagerung bei 4°C blieben in 
ihrem Verhalten konstant. So waren die Spermien der Eber Max 39 und Max 46 besonders 
kältesensitiv und die Spermien der Eber Max 27 und Max 61 kälteresistent, wobei diese 
Eigenschaft bei den Spermien von Max 27 am stärksten ausgeprägt war. Die Keimbelastung 
der bei 4°C gelagerten Proben war wie erwartet geringer. 
Bei der Untersuchung der DRM-Zusammensetzung ließen sich Unterschiede in der 
Lipidzusammensetzung zwischen den kältesensitiven und kälteresistenten den Spermien 
finden: Zu Beginn der Versuche wurde beim Vergleich der DRM-Banden der Eber Max 46 
und Max 27 eine zusätzliche Bande beim erstgenannten kältesensitiven Eber festgestellt. Dies 
ließ sich mit der Untersuchung der weiteren Eber nicht bestätigen. Da diese Bande stärker bei 
den 4°C-Proben auftrat, könnte es sich möglicherweise um DRMs aus bereits absterbenden 
Spermien handeln, die sich in ihrer Zusammensetzung veränderten. Um einen Effekt durch 
absterbende Zellen zu vermeiden, wurden für die Untersuchungen der DRM-Lipide die 
Gradienten der bei 16°C gelagerten Proben verwendet. 
Bei den NMR-Analysen (Tabelle 38) wurde bei den kälteresistenten Spermien in der obersten 
Bande ein etwas erhöhter Anteil an GPE und ein etwas geringerer Anteil an SM gefunden. 
Demgegenüber kehrten sich in der mittleren Bande (Bande b) diese Verhältnisse um. Da nicht 
beide Banden die gleichen Tendenzen zeigten und die Unterschiede sowie der Probenumfang 
sehr gering waren, handelte es sich vermutlich um messbedingte Schwankungen. Der 
prägnanteste Unterschied war ein verringerter diacylGPC- und ein erhöhter plasmGPC-Gehalt 
bei den DRM-Banden der kälteresistenten Spermien, sodass sich ein niedriges 
diacylGPC/plasmGPC-Verhältnis positiv auf die Kryotoleranz auszuwirken schien (Tabelle 
40). Da an die diacylGPCs vorwiegend gesättigte Fettsäuren gebunden sind und an die 
plasmGPCs vorwiegend langkettige mehrfach ungesättigte Fettsäuren, ließe sich daraus 
schließen, dass ein geringerer Anteil gesättigter Fettsäuren die Kryotoleranz erhöhte. Dieses 
Ergebnis stünde auch in Kongruenz zu den MALDI-TOF MS Analysen. Durch vorherige 
Trennung mittels TLC konnte das störende Triton-X 100 entfernt werden, sodass eine 
massenspektrometrische Untersuchung möglich war. Außerdem konnte so explizit die 
GPC-Komponente untersucht werden. Dabei stellte sich heraus, dass sich die DRMs der 
kälteresistenten Spermien durch einen niedrigeren Anteil an GPCs mit gesättigten Fettsäuren 
auszeichneten. Physiologisch wäre dieser Unterschied damit erklärbar, dass der höhere Anteil 
mehrfach ungesättigter Fettsäuren die Membranfluidität erhöht, da die ungesättigten 
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Fettsäuren für eine weniger dichte Packung der Membran sorgen [74]. Dies gilt vor allem für 
die weniger fluiden Anteile der Membran, die mit Detergenzien isoliert werden. Diese 
reagieren sicherlich besonders empfindlich auf zu geringe Temperaturen. Somit kann die 
Membran ihre Fluidität auch bei tieferen Temperaturen länger erhalten. Ein hoher Anteil 
mehrfach ungesättigter Fettsäuren verringert die Phasen-Transitionstemperatur der Membran 
[135]. In die gleiche Richtung weisen die Ergebnisse von Waterhouse et al. [125]: Jene 
entdeckten in den Membranen von Eberspermien, die den Gefrier- und Tauprozess besser 
überstehen, einen erhöhten Anteil von langkettigen, mehrfach gesättigten Fettsäuren. Auch 
Swain und Miller [113] fanden bei Spermien von Elefantenbullen heraus, dass sich die 
Spermien von afrikanischen Elefantenbullen besser einfrieren lassen als die Spermien 
asiatischer Elefantenbullen, die einen geringeren Anteil an mehrfach ungesättigten Fettsäuren 
in ihren Membranen aufweisen. Auch beim Vergleich anderer Tierarten scheinen Spermien 
mit einem geringeren Anteil gesättigter Fettsäuren und mehr ungesättigten Fettsäuren ein 
besseres Verhalten gegenüber der Lagerung bei 4°C aufzuweisen [2]. Hierbei muss jedoch 
beachtet werden, dass sich diese Ergebnisse nicht auf DRMs sondern auf die 
Spermienmembranen oder die Gesamtspermien beziehen, bei denen in den eigenen 
Untersuchungen keine prägnanten Unterschiede festgestellt wurden. So scheint sich ein 
erhöhter Anteil an langkettigen mehrfach ungesättigten Fettsäuren in der Spermienmembran 
allgemein positiv auf die Kryotoleranz auszuwirken. Bei den üblicherweise 
kälteempfindlichen Eberspermien scheint aber gerade die Feinabstimmung der 
Lipidzusammensetzung in den DRMs für das individuelle Verhalten bei der Lagerung bei 4°C 
zu sorgen. 
Bei den Inkubationsversuchen von Nebenhodenspermien mit isoliertem Seminalplasma 
besaßen die Nebenhodenspermien ohne Seminalplasmakontakt nach Lagerung bei 4°C eine 
höhere Motilität als die Nebenhodenspermien mit Seminalplasmakontakt. Die Herkunft des 
Seminalplasmas, d. h. ob der Donoreber kältesensitive oder kälteresistente Spermien 
produzierte, schien – im Rahmen der sehr kleinen Stichprobe - keinen Einfluss zu haben. 
Auch in der Literatur wird Nebenhodenspermien im Vergleich zu Ejakulatspermien eine 
höhere Kälteresistenz zugeschrieben [80]. Die ermittelten Lipidverhältnisse in den 
Nebenhodenspermien zeigten gegenüber Ejakulatspermien allerdings eher einen höheren 
diacylGPC-Anteil in den DRM-Banden und in den Gesamtspermien vermehrt Lipide mit 
kurzen, gesättigten Fettsäuren. Dies steht im Widerspruch zu der oben geäußerten Vermutung, 
sodass das gehäufte Auftreten von mehr Plasmalogenen und Lipiden mit langkettigen 
ungesättigten Fettsäuren in den DRMs wahrscheinlich nicht die alleinige Ursache für die 
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Kälteresistenz von Eberspermien darstellt. Beispielweise könnten mögliche destabilisierende 
Effekte durch den steigenden GPE-Gehalt und sinkenden SM-Gehalt in den DRMs nach 
Seminalplasmakontakt für die höhere Kälteempfindlichkeit der Ejakulatspermien sorgen. 
Auch wenn in diesen Untersuchungen kein Einfluss des Seminalplasmas auf die Kryotoleranz 
nachgewiesen werden konnte, wird in der Literatur ein individueller Einfluss des 
Seminalplasmas oder seiner Proteine auf die Gefriertauglichkeit der Spermien postuliert [69]. 
Zumindest hatten im Rahmen der Untersuchung des Seminalplasmas die isolierten, gelartigen 
Pellets von Eber Max 27 mit den kälteresistenten Spermien bei den NMR-Untersuchungen 
einen erhöhten Anteil an plasmGPC. Dies steht in Kongruenz zu den Ergebnissen der DRM-
Untersuchungen der kälteresistenten Spermien. 
Um festzustellen, ob auch in der Proteinzusammensetzung der DRMS aus Spermien 
unterschiedlicher Kältetoleranz Unterschiede bestehen, wurden SDS-PAGE-Analysen 
durchgeführt. Dabei ließen sich keine Unterschiede in den Bandenmustern der SDS-PAGEs 
zwischen den DRMs der kältesensitiven und der kälteresistenten Spermien feststellen. Um 
eventuelle kleine Unterschiede genauer zu analysieren, wäre es meines Erachtens 
zweckmäßig, die Proben zukünftig mittels einer vergleichenden zweidimensionalen 
Gelelektrophorese zu untersuchen, wie sie zurzeit am Institut etabliert wird. Durch 
mittlerweile immer sensitivere Fluoreszenzfarbstoffe zur Markierung der Proteinspots und 
dem Einsatz von mehr Probe für die Proteinanalytik (ohne zeitgleiche Lipidanalytik), sollten 
auch die dafür benötigten Probenmengen ausreichend sein. Auch eine Western-Blot-Analyse 
mit Antikörpern, z. B. für Spermadhesine, könnte eine genauere Aussage ermöglichen. Dies 
war bisher allerdings nicht möglich, da keine artspezifischen Antikörper zur Verfügung 
standen. Mit ersten inzwischen rekombinant vorliegenden Spermadhesinen des Ebers [99], 
könnten nun passende Antikörper erstellt werden. 
Bei der Betrachtung der Ergebnisse des Eberscreenings stellte sich die Frage, warum der 
Anteil von Ebern mit kälteresistenten Spermien so gering ist. Bei den 64 getesteten Ebern 
waren in Abhängigkeit vom betrachteten Parameter die Spermien von nur etwa 10% der Eber 
kälteresistent - bei den Motilitätsuntersuchungen nach 24 Stunden waren 13% der Proben 
kälteresistent, beim Thermoresistenztest stellten sich nur noch die Spermien von 6% der Eber 
als kälteresistent heraus [42]. Abgesehen davon, dass bei der natürlichen Selektion kein 
Selektionsdruck auf kälteresistente Spermien besteht, könnten die Eber mit kälteresistenten 
Spermien zusätzlich einen anderen Selektionsnachteil haben. So bleibt z. B. fraglich, ob die 
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Fertilität durch die veränderte Membranzusammensetzung beeinträchtigt ist. Daten zur 
Fertilität der untersuchten Eber liegen leider nicht vor, da in der landwirtschaftlichen 
Produktion zur Erhöhung der Fertilität häufig auch Mischbesamungen durchgeführt werden. 
Als Ursache für eine geringe Fertilität könnte eine Störung der feinabgestimmten Fluidität der 
Membrandomänen verantwortlich sein, mit der die Spermienzelle auf ihre diversen Aufgaben 
reagieren muss. 
Ein weiterer Nachteil eines erhöhten Anteils mehrfach ungesättigter Fettsäuren in den 
Membranen ist eine gesteigerte Empfindlichkeit gegenüber oxidativen Prozessen [126]. Dies 
würde sich ebenfalls negativ auf die Fertilität und damit auf die natürliche Selektion 
auswirken. Die höhere Anzahl von Doppelbindungen kann leichter mit reaktiven 
Sauerstoffverbindungen (reactive oxygen species = ROS) reagieren. Als Folge entstehen 
Lysolipidverbindungen, die aufgrund ihrer veränderten sterischen Form durch die fehlende 
Fettsäure die Membran destabilisieren [127] oder für eine vorzeitige Kapazitation und 
Akrosomenreaktion sorgen können [60, 84]. Bei Wiederkäuer- und auch Eberspermien 
kommt außerdem der hohe Plasmalogengehalt hinzu, der zusätzlich für eine höhere 
Empfindlichkeit gegenüber den ROS sorgt [28]. Die eigenen Untersuchungen zeigten keinen 
erhöhten Anteil an LPCs oder FormylLPCs in den kälteresistenten Spermien (4.5.3.5), 
möglicherweise sind die antioxidativen Repairmechanismen in Eberspermien so effektiv, dass 
gebildete Lysolipide rasch reacyliert werden. 
Die Ernährung hat einen Einfluss auf die Lipidzusammensetzung von Gameten [64, 126, 
135]. So erhöht ein Zusatz von Fischöl in der Nahrung den Anteil an Docosahexaensäure in 
den Spermien von Ebern [64]. Eine Einflussnahme auf die Lipidzusammensetzung der 
untersuchten Spermien durch unterschiedliche Ernährung kann bei unserer Untersuchung aber 
ausgeschlossen werden, da der untersuchte Tierpool aus der gleichen Eberstation stammt und 
die gleiche Ernährung erhielt. 
Ein möglicher Rasseeinfluss konnte bei den untersuchten Tieren nicht beobachtet werden. Die 
64 überprüften Eber gehörten den Eberrassen Hermitage Pietrain (HP), Maxgro (= Large 
White, Max) oder der Landrasse (D) an (die Rassezugehörigkeit lässt sich an den Kürzeln im 
Ebernamen erkennen). Es konnte nicht festgestellt werden, dass eine Rasse bei den 
kälteresistenten Spermien überrepräsentiert war. Sowohl die Eber der besonders 
kältesensitiven als auch die Eber der kälteresistenten Spermien, an denen die weiteren 
Untersuchungen vorgenommen wurden, gehörten alle zur gleichen Rasse (Maxgro). Auch 
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Waterhouse et al. stellten in ihren Untersuchungen keinen Einfluss der Rasse auf die 
Kälteempfindlichkeit von Eberspermien fest [125]. Thursten et al. entdeckten einen 
genetischen Einfluss auf die Gefriertauglichkeit von Eberspermien, indem sie AFLP-Marker 
(amplified restriction fragment lenght polymorphism-Marker) von Spermien unterschiedlicher 
Gefriertauglichkeit untersuchten [117]. Dabei stellten sie mittels logistischer 
Regressionsanalysen einen Zusammenhang der Gefriertauglichkeit zu bestimmten 
Polymorphismen fest. Diese Polymorphismen könnten dann möglicherweise Genen 
zugeordnet werden, die einen Einfluss auf die Gefriertauglichkeit der Eberspermien besitzen. 
Wie bereits in der Einleitung beschrieben, wäre eine Lagerung bei tieferen Temperaturen vor 
allem in Bezug auf die Keimbelastung und die damit verbundene mögliche Reduzierung 
zugesetzter Antibiotika von Vorteil. Vor einer Fokussierung auf Eber mit kälteresistenten 
Eberspermien bei der Zuchtauswahl sollte allerdings genau überprüft werden, ob diese 
Eigenschaft die Fertilität negativ beeinflusst. 
5.4 Ausblick 
Die in den Untersuchungen festgestellte Zusammensetzung der DRMs in den Eberspermien 
und deren Veränderungen während der Nebenhodenpassage sowie nach Kontakt mit 
Seminalplasma sollte noch mit weiteren Methoden verifiziert werden. Dabei könnten 
moderne Fluoreszenztechniken zum Einsatz kommen, um vor allem zu überprüfen, wie die 
gefundenen Veränderungen mit in vivo zu beobachtenden Vorgängen in Verbindung stehen. 
Beispielsweise könnten fluoreszenzmarkierte Lipide und Proteine in den lebenden Spermien 
mittels Techniken wie der STED-Mikroskopie verfolgt werden, wie dies in den Arbeiten von 
von Eggeling et al. und Owen et al. beschrieben wird [22, 85]. Besonders die Betrachtung 
von Sphingomyelin, Cholesterol und Proteinen mit einem GPI-Anker könnte bei dieser 
Methode Aufschluss darüber geben, ob sich diese Moleküle zeitweise in stark eingegrenzten 
Gebieten der Membran aufhalten, wie dies Eggeling et al. an Epithelzellen feststellen 
konnten. Sicherlich wäre es dabei auch interessant, Nebenhodenspermien und 
Ejakulatspermien vergleichend zu untersuchen, ebenso wie zu analysieren, ob es für die 
unterschiedlichen Regionen in den Spermien (akrosomaler und postakrosomaler Kopfbereich, 
Mittelstück und Schwanz) unterschiedliche Bewegungsmuster der fluoreszenzmarkierten 
Moleküle gibt. Mittels der FRAP-Technik könnte zuvor untersucht werden, ob es für 
fluoreszenzmarkierte Lipidmoleküle (z. B. NBD-Cholesterol, NBD-SM und NBD-PC) Orte in 
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den Spermien gibt, in denen diese Moleküle unterschiedliche Beweglichkeiten aufweisen, und 
ob sich diese vor allem auch zwischen Nebenhoden- und Ejakulatspermien unterscheiden. 
Desweiteren könnte mit den isolierten DRMs versucht werden, künstliche Vesikel zu 
rekonstituieren und diese zu untersuchen, indem beispielsweise die Lebenszeiten von 
fluoreszenzmarkierten Lipiden in den DRMs der verschiedenen Spermien 
(Nebenhodenspermien, Ejakulatspermien) verglichen werden. 
Vor allem auch die Proteine der DRMs sollten tiefgehender untersucht werden. Dabei könnten 
mittels zweidimensionaler Gelelektrophorese auch kleinere Unterschiede in der 
Zusammensetzung der DRMs aus den Spermien der verschiedenen Reifestadien und nach 
Seminalplasmakontakt aufgedeckt werden. Mittels Trypsinverdau, massenspektrometrischer 
Analyse und anschließender Datenbanksuche könnten interessant erscheinende 
Kandidatenproteine aufgedeckt werden. Für solche Proteine wäre es denkbar, Antikörper zu 
erstellen, um die Verteilung der Proteine in den Spermien der verschiedenen Reifestadien und 
nach Seminalplasmakontakt anschließend fluoreszenzmikroskopisch zu untersuchen oder 
mittels Western-Blot das Vorhandensein dieser Proteine in den DRMs zu überprüfen. 
Die mikroskopischen Techniken würden sich durch die benötigten geringen Probenmengen 
auch auf weitere Tierarten anwenden lassen, sofern – zumindest für die Untersuchung der 
Proteine – passende Antikörper erstellt werden können. Die Untersuchung der Lipide würde 
sich aufgrund ihrer Universalität deutlich einfacher gestalten. Kenntnisse der Vorgänge, wie 
sie bei der Reifung im Nebenhoden und vor allem auch nach Seminalplasmakontakt ablaufen, 
sind enorm wichtig, um sie möglichst gut in vitro simulieren zu können, denn künstliche 
Reproduktionstechniken stellen heutzutage einen wichtigen Bestandteil von 
Arterhaltungsprojekten dar. Häufig kommen dabei aus Mangel an Ejakulatspermien 
Nebenhodenspermien zum Einsatz, die ggf. künstlich gereift werden müssen. 
Wie bereits erwähnt, wäre bei der landwirtschaftlichen Produktion eine Lagerung von 
Eberspermien bei 4°C eine Möglichkeit, die Menge der zurzeit eingesetzten Antibiotika zu 
minimieren. Vor der Fokussierung auf Eber mit kälteresistenen Spermien bei der 
Zuchtauswahl sollte jedoch die Fertilität dieser Spermien sorgfältig überprüft werden. Einen 
ersten Aufschluss könnte dabei möglicherweise eine Untersuchung der Befähigung dieser 
Spermien zur in vitro-Kapazitation und -Akrosomenreaktion liefern. 
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Sicherlich wäre es auch denkbar, die gefundenen Veränderungen bei den kälteresistenten 
Eberspermien durch den Zusatz der entsprechenden Lipide bzw. Fettsäuren in den 
kältesensitiven Spermien künstlich zu erzeugen. Ähnliche Versuche dazu zeigten 
vielversprechende Ergebnisse und vor allem auch, dass Spermien dazu in der Lage sind, 
Fettsäuren in ihre Membran aufzunehmen [112]. Ob diese dann auch in die Strukturen 
übergehen, die in den DRMs isoliert werden, wäre zu überprüfen. Aufgrund der hohen 
Dynamik von Membrandomänen wäre dies allerdings vorstellbar. 
Auch für die Arterhaltung sind Kenntnisse der Einfriereigenschaften der Spermien einer 
entsprechenden Tierart enorm wichtig, da eine Lagerung im gefrorenen Zustand zumeist nicht 
vermieden werden kann, denn eine zeitgleiche Verfügbarkeit der Gameten beider 
Geschlechter am gleichen Ort ist häufig kaum realisierbar. Hierbei könnte die Entwicklung 
entsprechender Untersuchungstechniken helfen, lange und aufwändige Anpassungen der 
Einfrierprotokolle zu vermeiden. 
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7. Anhang 
7.1 Weitere Daten 
Zu Kapitel 4.5.2: 
Motilitätsdaten der wiederholten Untersuchung von Ejakulaten individueller Eber 
Tabelle 44: Motilitätsdaten von Eberspermien nach Lagerung bei verschiedenen Temperaturen. Blau 
gekennzeichnet sind die Werte der beiden Eber, die die geringsten Unterschiede zwischen beiden 
Lagerungstemperaturen zeigten (kälteresistent), in rot die der beiden Eber, die die größten Unterschiede 
aufwiesen (kältesensitiv), die zugehörigen Diagramme sind in Abbildung 27 und Abbildung 28 zu finden. 
Eber 
(n: 4°C/16°C) 
Lage-
rungszeit 
[Stunden] 
16°C-Lagerung 4°C-Lagerung 
  Motil [%] Progressiv [%] Motil [%] Progressiv [%] 
          
Max 27 (10/7) 24 86,3 ± 7,5 80,3 ± 7,8 85,5 ± 5,2 76,0 ± 8,5 
 48 89,8 ± 2,8 82,6 ± 2,9 82,7 ± 5,6 73,6 ± 6,6 
 72 86,9 ± 4,3 80,9 ± 4,4 83,3 ± 5,5 73,6 ± 5,9 
          
Max 61 (8/8) 24 90,4 ± 3,5 87,0 ± 4,9 84,9 ± 4,2 81,0 ± 5,2 
 48 88,8 ± 2,2 85,1 ± 5,0 78,3 ± 9,9 72,5 ± 11,5 
 72 87,0 ± 5,0 83,0 ± 7,1 76,3 ± 13,3 71,2 ± 13,7 
          
HP 163 (8/8) 24 83,9 ± 13,8 80,0 ± 15,8 73,0 ± 12,3 68,7 ± 12,3 
 48 83,0 ± 12,8 78,0 ± 13,9 69,0 ± 9,4 63,9 ± 11,0 
 72 65,7 ± 28,8 59,0 ± 29,6 62,6 ± 16,9 55,8 ± 17,5 
          
HP172 (8/7) 24 89,3 ± 7,6 83,2 ± 10,3 79,6 ± 8,1 69,9 ± 11,3 
 48 88,1 ± 8,2 80,4 ± 11,9 75,7 ± 13,8 65,8 ± 17,5 
 72 87,3 ± 9,9 81,4 ± 11,1 78,7 ± 5,7 67,0 ± 9,9 
          
Max 25 (9/7) 24 87,5 ± 5,9 81,0 ± 6,0 77,3 ± 7,7 68,1 ± 8,1 
 48 89,2 ± 3,2 81,4 ± 8,3 75,4 ± 7,7 65,9 ± 9,8 
 72 88,5 ± 8,1 83,4 ± 10,1 74,2 ± 8,0 63,6 ± 9,1 
          
HP204 (7/7) 24 85,0 ± 6,4 81,1 ± 7,9 72,4 ± 11,1 66,1 ± 11,4 
 48 84,2 ± 8,8 81,0 ± 9,1 68,7 ± 9,7 62,8 ± 12,6 
 72 82,0 ± 14,2 78,3 ± 15,1 67,0 ± 14,0 60,5 ± 14,0 
          
Max 46 (10/9) 24 85,7 ± 8,3 79,1 ± 8,1 70,2 ± 6,0 58,8 ± 6,3 
 48 81,2 ± 13,9 71,5 ± 13,5 65,7 ± 12,2 52,7 ± 15,6 
 72 86,8 ± 10,0 78,7 ± 15,1 72,1 ± 6,9 61,4 ± 9,4 
          
Max 39 (8/7) 24 85,2 ± 3,9 77,4 ± 4,5 71,1 ± 5,2 59,7 ± 7,2 
 48 86,6 ± 6,6 80,0 ± 7,2 62,8 ± 11,8 50,6 ± 13,4 
 72 91,5 ± 2,1 85,8 ± 4,4 61,8 ± 6,4 51,8 ± 6,1 
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Zu Kapitel 4.5.3.2: 
Sortierung der Eber nach ihren verschiedenen Motilitätskriterien 
Tabelle 45: Motilität nach 24 Stunden Lagerung (Durchschnittswerte und Werte am Gewinnungstag): 
Gezeigt sind jeweils die Differenzen (16°C-Wert abzüglich 4°C-Wert) der Motilität und progressiven 
Motilität sowie die zugehörige Nummer der aufsteigenden Sortierung (Wichtung), die letzte Spalte zeigt 
den durchschnittlichen Wichtungswert nach dieser Lagerungszeit (D. = Durchschnitt, G.-Tag = 
Gewinnungstag,d. h. Tag, an dem die DRMs erstellt wurden, Nr. = Nummer) 
Eber-
name 
Motilität 
(Durch-
schnitt) 
Nr. nach 
Motilität 
(D.) 
progressive 
Motilität 
(Durchschnitt) 
Nr. nach 
progressiver 
Motilität (D.) 
Motilität 
(G.-Tag) 
Nr. nach 
Mot. 
(G.-Tag) 
Prog. 
Motilität 
(G.-Tag) 
Nr. nach 
prog. Mot. 
(G.-Tag) 
Durch-
schnitt 
Wichtung 
Max 27 0,8 1 4,3 1 3 1 10 1 1 
Max 61 5,5 2 6 2 10 3 16 3 2,5 
HP 163 10,9 5 11,3 3 9 2 11 2 3 
HP172 9,7 3 13,3 5 14 6 19 6 5 
Max 25 10,2 4 12,9 4 11 5 17 5 4,5 
HP204 12,6 6 15 6 10 4 17 4 5 
Max 46 15,5 8 20,3 8 14 7 19 7 7,5 
Max 39 14,1 7 17,7 7 24 8 21 8 7,5 
 
Tabelle 46: Motilität nach 48 Stunden Lagerung (Durchschnittswerte): Gezeigt sind jeweils die 
Differenzen (16°C-Wert abzüglich 4°C-Wert) der Motilität und progressiven Motilität sowie die 
zugehörige Nummer der aufsteigenden Sortierung (Wichtung), die letzte Spalte zeigt den 
durchschnittlichen Wichtungswert nach dieser Lagerungszeit (D. = Durchschnitt, Nr. = Nummer) 
Ebername 
Motilität 
(Durch-
schnitt) 
Nr. nach 
Motilität 
(D.) 
progressive 
Motilität 
(Durchschnitt) 
Nr. nach 
progressiver 
Motilität (D.) 
Motilität 
(Durch-
schnitt) 
Max 27 7,1 1 9 1 1 
Max 61 10,5 2 12,6 2 2 
HP 163 14 5 14,1 3 4 
HP172 12,4 3 14,6 4 3,5 
Max 25 13,8 4 15,5 5 4,5 
HP204 15,5 7 18,2 6 6,5 
Max 46 15,5 6 18,8 7 6,5 
Max 39 23,8 8 29,4 8 8 
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Tabelle 47: Motilität nach 72 Stunden Lagerung (Durchschnittswerte): Gezeigt sind jeweils die 
Differenzen (16°C-Wert abzüglich 4°C-Wert) der Motilität und progressiven Motilität sowie die 
zugehörige Nummer der aufsteigenden Sortierung (Wichtung), die letzte Spalte zeigt den 
durchschnittlichen Wichtungswert nach dieser Lagerungszeit (D. = Durchschnitt, Nr. = Nummer) 
Ebername Motilität (Durch-schnitt) 
Nr. nach 
Motilität (D.) 
progressive Motilität 
(Durchschnitt) 
Nr. nach progressiver 
Motilität (D.) Motilität (Durchschnitt) 
Max 27 3,6 2 7,3 2 2 
Max 61 10,7 4 11,8 3 3,5 
HP 163 *) 3,1 1 3,2 1 1 
HP172 8,6 3 14,4 4 3,5 
Max 25 14,3 5 19,8 7 6 
HP204 15 7 17,8 6 6,5 
Max 46 14,7 6 17,3 5 5,5 
Max 39 29,7 8 34 8 8 
*)Eber HP 163: starker Abfall der Motilitätsparameter bei 16°C (siehe Tabelle 44 bzw. Diagramme in Abbildung 27) 
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